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Folha informativa
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RESUMO

O processo de envelhecimento é um fendmeno multifatorial associado a
diminuicdo das funcdes fisiologicas e celulares e propensdo aumentada
para varias doencas degenerativas. Evidéncias apontam forte relagdo
entre 0 aumento de estresse oxidativo e o envelhecimento, e, portanto, o
uso de antioxidantes pode contribuir para minimizar esse quadro. Estudos
usando melatonina, um potente antioxidante natural, vém ganhando
destaque, uma vez que sua producdo diminui com o avanco da idade.
Nesse contexto o objetivo do presente estudo foi avaliar os parametros
comportamentais, genotdxicos e de estresse oxidativo em camundongos
suplementados com melatonina por diferentes tempos até o
envelhecimento. Duzentos e quarenta camundongos swiss machos de 3
meses foram divididos em 8 grupos; controle e grupos que iniciaram o
consumo de melatonina aos: 3, 6, 12 e 18 meses de vida, e permaneceram
consumindo até completarem 21 meses de vida. Os grupos controle
iniciaram o consumo de melatonina aos 3 e 12 meses até a morte natural.
Os animais receberam agua e/ou melatonina (2mg/L) durante os
diferentes tempos de suplementacgdo (livre acesso). Apds 21 meses, 0S
animais que nao receberam a suplementacéo até a morte natural foram
submetidos aos testes comportamentais, seguido da eutanasia para a
disseccdo das estruturas para posteriores andlises genotoxicas e
bioguimicas. No teste de campo aberto, todos 0s animais apresentaram
atividade exploratdria na sessdo treino. Na sessdo teste, 0s animais que
receberam melatonina desde os 6 e 12 meses, apresentaram diminuigéo
no nimero de cruzamentos em relacdo a sessao treino, porém, em relacdo
aos levantamentos, os grupos que receberam melatonina desde os 3 e 12
meses apresentaram diminui¢do, em relagdo a sessdo treino. No teste de
suspensdo pela cauda, a melatonina apresentou efeito antidepressivo,
reduzindo a imobilidade dos animais. Em relacdo a instabilidade
gendmica, a melatonina, na dose testada independentemente da idade de
inicio, foi efetiva em auxiliar na reducdo de danos ocasionados pelo
envelhecimento, apresentando atividade antigenotoxica e antimutagénica.
Além disso, o grupo que recebeu melatonina por 18 meses apresentou
elevados niveis das enzimas responsaveis pelo sistema de reparo no DNA
(APE1 e OGG1), e das responsaveis pelo sistema oxidativo (HO-1 e
NQO1); reducdo dos niveis de 4-HNE e NLRP3, geradas através da
oxidacdo de lipideos e inflamacdo respectivamente. Em conclusdo, os
resultados do presente estudo revelam que a melatonina apresenta um
eficiente mecanismo antioxidante auxiliando na modulacéo de alteracfes



comportamentais, genéticas e  fisiolégicas  decorrentes  do
envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento; Melatonina; Danos no DNA; Estresse
oxidativo; Antioxidante.



ABSTRACT

Aging process is a multifactorial phenomenon associated with decreased
physiological and cellular functions, and increased propensity for various
degenerative diseases. Evidence indicates a strong relationship between
increased oxidative stress and aging, and therefore, the use of antioxidants
may contribute to minimize this condition. Studies using melatonin, a
potent natural antioxidant, have been gaining prominence as their
production declines with advancing age. In this contexto the aim of
objective of the present study was to evaluate the behavioral, genotoxic
and oxidative stress parameters of mice supplemented with melatonin for
different times until aging. Two hundred and forty albinos swiss male
mice with 3 months were divided in 8 groups: control, and groups that
started melatonin consumption at 3, 6, 12 and 18 months of life, and
continued to consume until they were 21 months old. The control groups
started consuming melatonin at 3 and 12 months and received this
hormone until natural death. The animals received water or melatonin
(2mg / L) in the water bottle (free access) during the different times of
supplementation. After 21 months, animals that were not destined to
remain receiving supplementation until natural death were subjected to
behavioral tests. After the tests were submitted to euthanasia for the
dissection of the structures for later genotoxic and biochemical analyzes.
In the open field test, demonstrated that all animals presented exploratory
activity in the session training. In the session test, animals that received
water or melatonin since the 6 and 12 months, presented decreased
crossing in relation to session training, but, in relation the rearing, the
group that received melatonin since the 3 and 12 months, presented
decrease, in relation the session training. In the tail suspension behavioral
test, melatonin presented antidepressant effect, reducing the immobility
of the animals. In relation to genomic instability, the melatonin at the
dose tested independently of the age of start was effective in helping to
reduce the damages caused by aging, presenting antigenotoxic and
antimutagenic activity. In addition, the group that received melatonin for
18 months had high levels of the enzymes responsible for the DNA repair
system (APE1 and OGG1), and those responsible for the oxidative system
(HO-1 and NQOLJ); reduction of the levels of 4-HNE and NLRP3,



generated through oxidation of lipids and inflammation respectively. In
conclusion, the results of the present study reveal that melatonin presents
an efficient antioxidant mechanism aiding in the modulation of
behavioral, genetic and physiological alterations due to aging

Keywords: Aging; Melatonin; DNA damage; Oxidative stress;
Antioxidant.
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de sédio

SNC - Sistema nervoso central

SOD: Superéxido desmutase

Srx - Sulfiredoxina

TPHL1 - Triptofano hidroxilase 1

Trx1 - Tioredoxina redutase

UDG: Uracil-DNA glicosilase

UNASAU - Unidade Académica de Ciéncias da Saude

UNESC - Universidade do Extremo Sul Catarinense

UV: radiagdo ultravioleta (do inglés ultraviolet radiation)
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1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento é um processo bioldgico inevitavel, comprometendo
progressivamente aspectos fisicos, cognitivos e fisioldgicos, afetando a
maioria dos organismos vivos (Lépez-otin et al., 2013; Xi et al., 2013).
Biologicamente, o envelhecimento é um processo de senescéncia celular
de tecidos adultos, que resulta na diminuigdo da capacidade de resposta
ao estresse, aumento do desequilibrio homeostatico e eleva os riscos de
doencas degenerativas e cancer, tornando o individuo mais vulneravel as
doencas e eventualmente levando a morte (Harman, 1981; Rakyan et al.,
2010). Tais alteracGes decorrem de processos dependentes de fatores
como estilo de vida, condigdes sdcio-econdmicas e doencas cronicas.
Dessa forma, o envelhecimento decorre de mudancas bioquimicas,
moleculares, teciduais e organicas do individuo (Rutten et al., 2007).

Nos altimos anos, houve um aumento da populacdo idosa mundial, e
acredita-se que essa populacdo aumente cada vez mais em proporcdes
exponenciais. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2012)
sugerem que, até o ano de 2025, a populacdo mundial contara com quase
2 bilhGes de pessoas com idade de sessenta anos ou mais. Enquanto que
no Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica de
2016 (IBGE), o contingente de idosos passou de 3 milhdes, em 1960, para
7 milhdes, em 1975, e 20 milhGes em 2008 — um aumento de quase 700%
em menos de 50 anos. O censo de 2010 revelou que o Brasil tinha 20,6
milhdes de idosos, nimero este, que representava 10,78% da populacéo
brasileira sendo composta por pessoas acima de 60 anos (Brasil, 2010).
Uma publicacdo lancada em 2016 pelo mesmo 6érgdo, mostra que, em
2030, os idosos chegardo a 41,5 milhdes (18% da populacdo) e as criangas
(até 14 anos) serdo apenas 39,2 milhdes, ou seja, 17,6% da populacdo
(IBGE, 2016). A projecdo deste numero para 2050, mostra que a
populacdo idosa vai triplicar no Brasil, passando de 20,6 milhdes (10,70%
do total), em 2010, para 66,5 milhdes de pessoas (29,3%), configurando
um aumento em torno de 200% da populagdo com idade igual ou superior
a 60 anos. Esta projecao reflete a inversdo da pirdmide da estrutura etéria
longo de 1950, 2015 e 2050 (figura 1) (ONU, 2015; IBGE, 2016; Simdes,
2016).
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Figura 1: Pirdmide da estrutura etaria no Brasil. A Piramide reflete a estrutura

por faixa etaria da populagdo brasileira ao longo dos anos de 1950, 2015 e 2050.
Amarelo @; Azul J;(ONU, 2015).

A explicacdo para esse aumento no nimero de idosos é a melhora na
qualidade de vida que resultou numa expectativa de vida aumentada dos
brasileiros. Acredita-se que passara de 75 anos em 2013 para 81 anos em
2060 - com as mulheres vivendo, em média, 84,4 anos, e os homens 78,03
anos. Além disso, a queda na taxa de fecundidade dos Gltimos 50 anos,
gue passou de 6,2 filhos nos anos 1960 para aproximadamente 1,77 em
2013 também é outro fator responsavel por essa inversdo na piramide
etaria (Portal Brasil, 2016).

O aumento na populacdo de idosos, leva a um concomitante aumento
de doencas degenerativas decorrentes do declinio progressivo das funcoes
motoras e das capacidades cognitivas que ocorrem nesta fase da vida
(Costa et al., 2008). O declinio do estado cognitivo, de fato, pode ser
observado por déficits de memdria e capacidade para o uso estratégico da
informacdo adquirida (Van Geldorp et al., 2015). A memoria estd
envolvida no processo de codificacdo e armazenamento de informacdes,
persisténcia e evocagdo das informacdes (Bonini et al., 2007). A respeito
da repercussao da idade sobre o desempenho cognitivo, o tipo de meméria
mais afetado no envelhecimento é a memoéria de curto prazo,
caracterizada por discreto prejuizo das funcgGes executivas envolvendo
um comprometimento leve, porém significativo da memoria de trabalho,
desta forma, os idosos apresentam maior dificuldade de codificar novas
informacGes (Park et a., 2000). Além disso, em roedores, déficits no
desempenho de tarefas que envolvem memoria espacial e operacional séo
induzidos pelo envelhecimento (Segovia et al., 2009).



33

Na maioria dos casos, com 0s esquecimentos constantes ocasionados
pelo déficit de memdria decorrente do envelhecimento, grande parte dos
idosos sente-se impotente, angustiada, levando-os a fragilidade
emocional e tornando-os incapazes de realizar tarefas simples de
atividades da vida diaria e a sentimentos depressivos. Para Laird et al.
(2018), sintomas depressivos sdo altamente prevalentes em fases
avancadas da vida, representando um grande impacto negativo tanto na
morbidade quanto na mortalidade dos idosos. Aproximadamente 15% dos
idosos apresentam sintomas depressivos que muitas vezes ndo sdo
identificados como doenca e sim como parte normal do envelhecimento,
levando ao tratamento tardio.

Contudo, apesar do aumento no nimero de pessoas afetadas por essas
alteragdes, ndo existem intervencdes clinicas que reduzam as chances de
doencas se manifestarem ou que minimizem as enfermidades associadas
a idade, levando assim a um aumento na busca de estratégias que podem
melhorar a qualidade de vida dessa populacdo (Droge e Schipper, 2007;
Froy e Miskin, 2007; Rao, 2007; Shammas, 2011).

1.2 ENVELHECIMENTO EM NIVEL CELULAR

O envelhecimento é muitas vezes definido como um fendmeno natural
e multifatorial caracterizado por processos degenerativos e
consequentemente reducdo das funcles fisioldgicas. As alteracdes e
danos durante o processo relacionado com a idade sustentam e, em Gltima
instancia comprometem, a funcéo celular e tecidual (Ji et al., 2017).

Todas as biomoléculas (proteinas, lipideos, carboidratos e acidos
nucleicos) estdo sujeitas a danos causados por indiscriminadas reagdes
espontaneas de hidrolise (principalmente) e por numerosos agentes
reativos enddgenos e exdgenos aos quais estamos expostos
constantemente ao longo da vida (Garinis et al., 2008; Aunan et al., 2017).
As reagdes enzimaticas tém uma taxa de erro, e 0s produtos que decorrem
dos processos de oxirredugdo como a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (Harman, 1956; Kirkwood, 2005)
promovem efeitos nocivos sobre essas biomoléculas (Hoeijmakers,
2009). Além disso, a exposicdo a componentes ambientais, tais como
raio-X, radiacdo ultravioleta (UV) e numerosos produtos quimicos,
danificam estruturas celulares (Hughes e Reynolds 2005; Wilson et al.,
2008; Vermeij et al., 2014).

Diversas evidéncias cientificas publicadas nas Gltimas duas décadas
tém demonstrado uma relagdo positiva entre 0 aumento do estresse
oxidativo in vivo e o envelhecimento (Avila et al., 2014). O estresse
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oxidativo ocorre como consequéncia do desequilibrio entre a geracéo de
compostos oxidantes e as defesas antioxidantes, levando a um aumento
na geracdo de ERO (Betteridge, 2000). ERO e ERN causam cerca de 10*
a 10° lesdes por célula de mamiferos por dia (Lindahl,1993; Gates, 2009;
Swenberg et al., 2011). Por vezes, essas lesGes, além de ocorrerem em
lipideos e proteinas, geram alteragbes no DNA que podem estar
envolvidas no declinio das funcdes dos drgdos com o passar da idade
(Vijg e Suh, 2013). Desta forma, por ser o DNA um alvo susceptivel as
ERO, manter a integridade do genoma é um importante mecanismo de
protecdo para um envelhecimento saudavel (Hoeijmakers, 2009).
Entretanto, estudos subsequentes demonstraram que ERO em baixas
concentragcBes sd0 necessdrias para a manutencdo do estado de
oxirreducdo celular, para a fungéo e sinalizacdo celulares normais, bem
como para o0 funcionamento do sistema imunoldgico (Sitkovsky e
Lukashev, 2005; Hursting e Berger, 2010; Marchetti et al., 2012).
Contudo, sob uma condi¢éo de estresse oxidativo, as ERO interagem com
macromoléculas causando alteracdes moleculares, como peroxidacédo de
lipideos, carbonilagdo de proteinas e fragmentacdo do DNA,
comprometendo as fungdes celulares normais (Hursting e Berger, 2010;
Marchetti et al., 2012; Min-Wen et al., 2016).

A teoria dos radicais livres, proposta em 1956 por Denham Harman,
sugere que o envelhecimento é uma consequéncia do acimulo de lesdes
causadas por radicais livres (RL), que sdo quaisquer atomos ou moléculas
com um ou mais elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo,
gue podem ser capazes de reagir com qualquer composto préximo, a fim
de se tornarem estaveis (Kehrer et al., 2015; Vigh e Suh, 2013). Jaas ERO
sdo moléculas que apresentam um oxigénio em um estado altamente
reativo, como o radical superdxido (O ), o grupo hidroxila (OH) e o
peréxido de hidrogénio (H202) (Beckman e Ames, 1998; Vigh e Suh,
2013; (Kehrer et al., 2015).

Apesar de certos niveis de EROs serem decorrentes de processos
fisiolégicos (Vigh e Suh, 2013), uma grande variedade de processos
bioldgicos tém implicado no envelhecimento (L6pez-Ortiz et al., 2013) e,
algumas evidéncias apontam que o acimulo de danos celulares causado
por RL é considerado a causa geral do mesmo (Gems e Partridge, 2013;
Kirkwood, 2005; Lenart e Krejci, 2016). Por exemplo, a producdo
excessiva de RL pode levar a oxidacdo de lipideos de membrana
formando aldeidos citotoxicos, como o 4- hidroxinonenal (4-HNE), capaz
de formar adutos com proteinas, lipideos e DNA, resultando na inativacédo
do alvo e consequente disfuncdo celular (Murawska-Cialowicz et al.,
2008). A ativacdo de outras vias metabdlicas por RL, como como a via


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867405001017
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do inflamassoma tem emergido como importante sensor de danos
celulares (Lima-Junior et al., 2013), sendo bem estudado devido sua
associacdo com importantes doencas metabolicas e inflamatdrias
cronicas, tais como doenca de Alzheimer (DA), diabetes tipo I,
obesidade, aterosclerose e doengas intestinais (Wen et al., 2012)
Diversos estudos vém demonstrando varios tipos de danos no DNA,
acumulados durante a idade, e todos eles acreditam ser o estresse
oxidativo o grande contribuinte deste processo, principalmente em
estudos com roedores (Bonassi et al.,1995; lamarcovai et al., 2007; Wojda
et al., 2007; Heuser et al., 2008; Damiani et al., 2017). No entanto, além
do estresse oxidativo, Lopez-Otin e colaboradores (2013) enumeraram
outros nove eventos que se relacionam com o envelhecimento e que

juntos podem determinar o fenétipo do mesmo: 1) Instabilidade
gendmica; 2) alteracbes epigenéticas; 3) perda de proteostase; 4)
desequilibrio nutricional; 5) disfuncdo mitocondrial; 6) exaustdo
celular; 7) alteragdo na comunicagdo intercelular; 8) encurtamento

de teldmeros; e 9) senescéncia celular. Dentre esses, 0s que mais vém
sendo discutidos em pesquisas relacionadas ao envelhecimento, sdo a
instabilidade genémica, o encurtamento de telémeros e a senescéncia
celular.

A instabilidade gendmica é um dos mais comuns denominadores do
envelhecimento ocasionado pelo acimulo de danos genéticos ao longo da
vida (Moskalev et al., 2012). A manutencdo da estabilidade genémica
parece ser uma funcdo central para prevenir envelhecimento, uma vez que
as mutacGes decorrentes da instabilidade genémica podem contribuir para
o0 envelhecimento de varias maneiras, desde pequenas mutagdes pontuais
até grandes translocagdes e dele¢des, ganhos e perdas de cromossomos e
encurtamento de telémeros (Aunan et al., 2017).

Os teldbmeros sdo complexos DNA-proteina encontrados nas
extremidades dos cromossomos lineares, que protegem o genoma de
degradacdo e fusdo inter-cromossdmica, e estdo susceptiveis a
deterioracdo relacionada a idade (Blackburn et al., 2006; Blasco, 2007;
Lin et al., 2016). O encurtamento dos teldmeros pode ndo estar
primariamente envolvido na inducéo da senescéncia, mas elevados niveis
de estresse oxidativo resultam em desgaste dos teldmeros aumentando a
probabilidade de uma célula entrar em senescéncia (Oeseburg et al.,
2010).

J& a senescéncia celular é um processo de transducdo de sinais que leva
a uma parada irreversivel do crescimento celular. As células permanecem
metabolicamente ativas (Saretzki, 2010), ficando em uma parada
irreversivel do ciclo celular em que perdem a habilidade replicativa (Kong
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et al., 2011). Molecularmente, a sinalizacdo que leva a senescéncia
celular, envolve a ativacéo da proteina sensor de dano ao DNA, a histona
H2AX. A partir desta proteina, sdo ativadas vias de resposta a danos no
DNA (DDR=sigla do inglés, DNA damage response), envolvendo o €ixo
Ataxia Telangiectasia Mutada (ATM) /ataxia-telangiectasia Rad3-
relacionada (ATR)- Checkpoint quinase (ChK)1/2-p53. Como
consequéncia, p53 atua ativando a transcri¢do de p21, que por sua vez
pode levar a célula a senescéncia ou ativar proteina do retinoblastoma
(pRb), que induz & parada do ciclo celular (Zhang, 2007; Klement e
Goodarzi, 2014).

Baseados em todos esses achados, pesquisas sobre o envelhecimento
estdo ganhando destaque, pois estdo sendo conduzidas com o objetivo de
adquirir mais conhecimento a respeito dos diferentes fatores
(moleculares, celulares ou ambientais) que podem regular o processo de
envelhecimento.

1.3 ENVELHECIMENTO E REPARO DO DNA

O DNA ¢é uma molécula organica complexa, responsavel pelas
informagBes genéticas das células dos organismos. Para que essas
informacOes sejam transferidas com sucesso para as proximas geragdes,
a integridade do DNA deve ser mantida. Porém, constantemente esta
molécula esta exposta a agentes que podem danifica-la (Silva et al., 2003)

Danos no DNA podem ser definidos como qualquer modificagdo nas
propriedades de codificacdo do DNA. Danos a estrutura do DNA podem
ocorrer através de dois mecanismos principais: danos causados por fontes
espontaneas dentro de uma célula e danos causados por fontes externas,
tais como produtos quimicos e radia¢do (Noschang et al., 2009).

Acredita-se que durante o processo de envelhecimento, ocorra uma
mudanca gradual na estrutura original do DNA. A maioria das alteracdes
do DNA que séo relacionadas com a idade provavelmente sdo resultantes
da exposicdo continua dos organismos vivos aos agentes que o danificam.
A interacdo desses agentes com o DNA, direta ou indiretamente via
processos celulares, pode acarretar em lesGes no DNA, isto é,
anormalidades na estrutura quimica da molécula, que podem influenciar
na sua funcdo normal (Kosik et al., 2012).

Muitos danos sofridos pelo DNA, sdo passiveis de reparo, pois, as
celulas dispdem de inumeros mecanismos de reparo do DNA,
especializados na correcdo de diferentes tipos de alteracdo (Lord e
Ashworth, 2012). As vias de reparagdo do DNA sdo capazes de
reconhecer um dano e remové-lo da molécula ou ainda as células serem
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capazes de bloquear sua replicagdo, impedindo a progressdao do ciclo
celular. Por fim, dependendo da severidade do dano, um ultimo
mecanismo de seguranga é ativado, a morte celular programada ou
apoptose, impedindo que células defeituosas continuem a se dividir e
transmitam esses defeitos para as células filhas (Hoeijmakers, 2009). Um
esquema dos principais danos do DNA, seus mecanismos de reparo e as
consequéncias destes processos pode ser visto na Figura 2.

b ooy
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reagdes espontaneas psoralenos \ \ A
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h X
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Figura 2: Danos no DNA, mecanismos de reparagdo e consequéncias. A) agentes
que causam dano no DNA (parte superior); lesdes induzidas por estes agentes
(meio); principais mecanismos de reparagdo responsaveis pela remogdo das
lesOes (parte inferior). B) efeitos agudos dos danos na progressao do ciclo celular,
conduzindo a paradas nas fases G1, S, G2 ou M (parte superior) e no metabolismo
do DNA (meio). Consequéncias dos danos em longo prazo (parte inferior)
incluem alteragBes permanentes na sequéncia do DNA (mutagBes pontuais que
afetam um Unico gene ou aberragBes cromossdmicas que devem envolver
diversos genes) e seus efeitos biologicos (adaptado de Hoeijmakers, 2007).

Os sistemas de reparo do DNA, costumam ser classificados em diversos
tipos: a reversdo direta do dano, o reparo por excisdo de nucleotideos
(NER), exciséo de bases (BER), reparo de erros de emparelhamento entre
bases (MMR), reparo de quebras duplas (recombina¢do homéloga (HR)
e reparacdo nao homoéloga (HNEJ) (Dianov et al., 2003). Para reparar 0s
diferentes tipos de danos, ndo s&o utilizadas exclusivamente uma via de
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reparo, podendo ocorrer a interacdo de dois ou mais sistemas de remogao
de dano. E ainda, outras proteinas que desempenham func@es celulares
especificas podem se ligar ao DNA e influenciar o curso da reparacao ao
invés de ser somente as proteinas que desempenham funcdes celulares
especificas (Downs et al., 2007).

Em organismos eucarioticos, a via BER é o principal mecanismo
utilizado para reparo de lesdes oriundas de alquilacdo e de danos
oxidativos no DNA. Bases danificadas podem ser formadas a partir de
bases normais, resultantes de metilagdo, oxidacdo ou desaminacéo,
gerando uma variedade de lesdes. Esta via pode ser subdividida em cinco
passos: (i) remogao da base danificada por agdo de uma DNA-glicosilase,
(ii) incisdo no sitio abasico resultante (sitio apurinico-apirimidinico ou
sitio  AP) por uma AP-endonuclease, (iii) processamento das
extremidades terminais, (iv) preenchimento do sitio AP e (v)
reconstituicdo da fita danificada (Fortini et al., 2003).

A via BER tem inicio através da acdo das DNA-glicosilases que tem a
funcdo de reconhecer a base que sofreu modificagdo e dar origem a uma
quebra simples de DNA. Para que ocorra a continuagdo dessas etapas,
diversas enzimas de reparo estdo envolvidas como a oxoguanina DNA
glicosilase (OGGL1) que em eucariotos é a principal enzima que reconhece
e cliva 8-0xoGua e é responsavel pelo reparo de produtos derivados de
guaninas, clivando a ligagdo glicosidica entre a base danificada e o
acucar; a endonuclease apurinica 1 (APE1), que hidroliza a ligacédo
fosfodiester na extremidade 5’ da lesdo, sendo a principal enzima que
processa os sitios AP em eucariotos; e a DNA polimerase 3 (Pol B) que
insere um nucleotideo correto e excisa a extremidade 5 desoxirribose-
fosfato (5’dRP) apos a incisdo de APE1 (Figura 3) (Dianov et al., 2003;
Fortini et al., 2003; Kelley et al., 2003). E importante ressaltar que todas
as reacdes enzimaticas que compdem a via BER séo sequenciais, em que
0 produto de uma enzima é imediatamente passado como substrato da
seguinte (Wilson e Kunkel., 2000).
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Figura 3: Via de Reparo por Excisdo de Bases (BER). A via BER inicia com o
reconhecimento da base lesionada por enzimas chamadas DNA glicosilase que
em eucariotos a oxoguanina DNA glicosilase (OGG1) é a principal delas. Essa
enzima excisa a base por meio da hidrdlise da ligagdo N-p- glicosidica, formando
um sitio abasico. Esse sitio, por sua vez, é reconhecido e clivado pela enzima AP
endonuclease 1 (APE 1). A DNA polimerase 3 (Pol B insere um nucleotideo
durante a sintese do reparo e excisa a extremidade 5’dRP apds a incisdo de APE1L.
Apo6s a remocao da alca suspensa, a fita é selada pela DNA ligase (Adaptada de
Robertson et al., 2009).

Diversos estudos tem demonstrado uma forte relagéo entre a reducgéo da
atividade das DNA glicosilases e as doengas relacionadas com o
envelhecimento (lida et al., 2002; Imam et al., 2006; Weissman.et al.,
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2009; Mazouzi etal., 2017; Sliwinska et al., 2017). Em um modelo animal
de envelhecimento, Iman et al. (2006) relataram declinio da atividade das
DNA glicosilases em cinco regides do cérebro durante o envelhecimento,
demonstrando que a manipulagdo deste mecanismo de reparo pode
fornecer uma estratégia para prevenir a perda neuronal durante distarbios
neurodegenerativos dependentes da idade.

Danos, mutacdes e delecdes no DNA mitocondrial (DNAmt) também
estdo sendo relatados por aumentar de forma dependente com a idade,
tanto no sistema nervoso central (SNC) do ser humano quanto de
roedores. Se 0 acimulo de mutagcGes no DNAmt tem um papel casual no
envelhecimento, sugere-se entdo, que este pode servir como biomarcador
do envelhecimento (Shigenaga et al., 1994; Lax et al., 2017; Nissanka e
Moraes 2017). Desta forma, Imam et al. (2006) verificaram em extratos
mitocondriais, que as trés DNA glicosilases estudadas (OGG1, UDG e
NTH1) apresentaram reducdo da sua atividade associada com a idade nas
cinco regifes cerebrais avaliadas. Assim, a deficiéncia no reparo de
DNAmt pode desempenhar um papel significativo no desenvolvimento
de doencas neurodegenerativas relacionadas a esta fase da vida.

Estudos iniciais, relacionando a atividade de BER com doenca de DA,
encontraram reducdo da atividade de OGG1 em diversas estruturas
cerebrais (hipocampo, giro parahipocampal, I6bulo parietal inferior e giro
temporal superior médio) nos individuos com esse tipo de deméncia
guando comparados ao grupo controle (Lovell et al., 2000). Desta forma,
Weissman et al. (2007) levantaram hipoteses de que uma redugdo da
atividade de BER em células de regibes afetadas do cérebro de pacientes
com DA, pode contribuir para o acumulo de lesdes oxidadas e para o
efeito toxico das mesmas, com consequente morte neuronal.

Kwiatkowski et al. (2016) avaliaram a associacao entre danos no DNA,
variabilidade de genes na via BER e risco com DA. Foi avaliado danos
no DNA através do ensaio cometa e variantes polimorficas de 12 genes
da via BER em 105 pacientes com DA e 130 controles. Os resultados do
estudo sugerem que o estresse oxidativo e a interrupgdo do reparo do
DNA, podem contribuir para 0 aumento de danos em pacientes com DA
e o risco de desenvolvimento da doenga.

Contudo, constata-se que a regulacéo do processo de envelhecimento é
altamente complexa, envolvendo danos no DNA, metilagdo do DNA e
oxidacdo celular (Xi et al., 2013). Sendo assim, necessitam-se mais
estudos para entender e buscar solugdes envolvendo agbes protetoras
contra os danos no DNA causados por esta fase da vida, possibilitando
assim, evitar falhas no sistema de reparo.



41

1.4 MELATONINA

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Figura 4A) é o principal
horménio secretado pela glandula pineal de todos os mamiferos,
incluindo o homem (Pandi-Perumal et al., 2013). Diferentemente dos
hormonios dependentes do eixo hipotalamo-hipofisario, a producéo de
melatonina néo esta sujeita a mecanismos de retroalimentacédo sendo que,
portanto, a sua concentracdo plasmatica ndo regula sua prdpria produ¢édo
(Seabra et al., 2000, SBEM, 2017).

A melatonina ndo é uma molécula exclusiva do reino animal, ao
contréario, é ubiqua, podendo ser encontrada também em bactérias,
eucariontes unicelulares, macroalgas, fungos, plantas e animais (Reiter et
al., 2010; Tan et al., 2010; Cuesta et al., 2013). Além disso, em todas as
espécies estudadas de vertebrados, tanto de atividade noturna gquanto
diurna, a producdo de melatonina é exclusivamente noturna, e a duracéo
da sua secrecdo é dependente da duracdo do periodo escuro do ritmo
diario de iluminacdo ambiental (Figura 4B) (Reiter et al., 2002; Tan et al.,
2007).
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Figura 4: A: Formula estrutural da melatonina; B: Representagdo de sua
producdo, situado na parte anterior do hipotadlamo, o ndcleo supraquiasmatico
(NSQ) funciona como relégio bioldgico, na auséncia de luminosidade, ele envia
sinais para a glandula pineal através do ganglio cervical superior, que passa a
liberar a melatonina para o cérebro. Esses sinais sdo bloqueados quando o nervo

Optico é estimulado por luz e, entdo, ndo ocorre a produgdo do hormdnio
(Adaptado de Gilbert, et al., 1999).

Originalmente, acreditava-se que a melatonina era sintetizada
exclusivamente na glandula pineal. Porém, estudos vém demonstrando
que diversos tecidos e érgaos extrapineais tém a capacidade de sintetizar
este hormonio. Entre eles destacam-se, a retina e o trato gastrointestinal,
medula dssea, leucdcitos, coclea membranosa, glandula de harder, e
também a pele e outras areas do cérebro que tém a capacidade de sintetiza-
la, porém em menores quantidades (Tan et al. 2003; Hardeland e
Poeggeler 2007, 2008; Jimenez-Jorge et al., 2007; Hardeland 2008,
2009).

A sintese da melatonina da-se por meio do aminoacido triptofano que é
captado da circulacdo e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP)
através da acdo da enzima triptofano hidroxilase 1 (TPH1), cuja atividade
estd aumentada em duas vezes na fase de escuro. O 5-HTP é
descarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase, formando a
serotonina, que por sua vez é metabolizada durante a fase de escuro a N-
acetilserotonina  (NAS) pela acdo da enzima arilalquilamina N-
acetiltransferase (AA-NAT). Posteriormente a NAS ¢é utilizada como
substrato para a enzima hidroxi-indol- O-metiltransferase (HIOMT)
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resultando como produto final a melatonina como demonstrado na Figura
5 (Simonneaux e Ribelayga, 2003).
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Figura 5: Biossintese da melatonina. (Modificado de Radogna et al., 2010).

HSCoA

A melatonina participa em diversas fungdes do corpo incluindo a
regulacdo do sono (Cardinali et al., 2012) e do ritmo circadiano (Dawson
e Amrstrong, 1996) e regulacdo do sistema imunolégico e cardiovascular
(Radogna et al. 2010). Em adicdo, pode ter propriedades anti-
inflamatorias e anti-cancer (Pandi-Perumal et al. 2006) devido
principalmente ao seu papel antioxidante (Amir-Aslani e Ghobadi, 2016).

Este horménio, possui diversas caracteristicas que Ihe conferem uma
eficiente a¢do antioxidante. Dentre elas destaca-se, sua capacidade direta
de atuar como doador de elétrons em processos ndo enzimaticos;
capacidade de atravessar facilmente barreiras morfofisiologicas, e rapido
acesso a locais de producdo de radicais livres, como nas mitocondrias,
onde a geracdo destes € especialmente elevada (Reiter et al., 2001; Reiter
et al., 2003). Tem sido sugerido, de fato, que a melatonina € um potente
captador de radicais livres e reguladora de enzimas redox ativas (Galano
et al., 2011) que protegem as células de danos induzidos por varios
oxidantes, incluindo o radical hidroxila e produtos de peroxidacéo lipidica
(Poeggeler et al., 1993; Reiter et al., 1995; Korkmaz et al., 2009).
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Contudo, o principal papel descrito da Melatonina como agente
antioxidante é via ativacdo do fator nuclear eritréide-2 (Nrf2) (Vriend e
Reiter, 2015) por promover a expressao de enzimas detoxificantes como
a Heme oxigenase 1 (HO-1) e NAD(P) quinona oxidoredutase-1 (NOQ1)
(Tripathi e Jena, 2010; Tan et al., 2007; Reiter et al., 2002; Hardeland,
2009). Adicionalmente, tem sido demonstrado, que a melatonina também
promove o aumento dos niveis de glutationa intracelular ao estimular a
atividade da enzima y-glutamilcisteina sintase, que inibe a peroxidacéo
de enzimas da sintese do 6xido nitrico e lipoxigenase (Karbownik et al.,
2001; Radogna et al., 2010).

Em adicdo, exibe ainda significativa atividade anti-inflamatoria
(Mauriz et al., 2013; Perdomo et al., 2013) e desencadeia um controle do
nivel de estresse oxidativo celular. A eficacia da melatonina como agente
anti-inflamatério é resultante da sua capacidade em reduzir a expressao e
atividade da o6xido nitrico sintase (NOS) e da ciclo-oxigenase (COX-2),
limitando assim a producdo de uma variedade de moléculas pro-
inflamatorias (Perdomo et al., 2013). A melatonina pode modular a
producdo destes fatores através da regulacdo de de outros fatores de
transcricdo, incluindo NF-kB, o fator induzivel por hipoxia (HIF).
(Mauriz et al., 2013; Carbajo Pescador et al., 2013; Vriend e Reiter et al.,
2015).

Em decorréncia dessa capacidade de modular as histonas antioxidantes,
Qi e colaboradores (2001) mostraram que a melatonina reduz a formacéo
de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina sendo mais eficiente que alguns
antioxidantes classicos como acido ascorbico ¢ a-tocoferol (Reiter et al.,
2001; Tan et al., 2002; Amir-Aslani e Ghobadi, 2016).

Diversos estudos tém investigado o efeitos da melatonina em diferentes
modelos experimentais. Erenberk e colaboradores (2014), utilizando uma
dose de 50mg/Kg de fenitoina sodica (uma potente droga antiepilética)
em ratos Wistar posteriormente suplementados com melatonina (4 mg/Kg
de peso corporal por 10 dias), demonstrou em seus resultados que a
melatonina foi capaz de reverter os danos oxidativos no DNA causados
pelo farmaco. J& em 2017, Ortiz-Franco e colaboradores avaliaram o
efeito da suplementacdo de melatonina na capacidade antioxidante e nos
danos ao DNA em atletas de treino intervalado de alta intensidade (HIIT).
Os atletas foram divididos em dois grupos, um placebo e outro melatonina
(20 mg/dia) e submetidos durante 2 semanas ao treinamento de HIIT. A
analise dos resultados demonstrou maior capacidade total antioxidante e
elevados niveis de GPx no grupo que recebeu melatonina em comparacéo
ao que recebeu placebo, da mesma forma, os danos ao DNA também
foram reduzidos no grupo que recebeu a melatonina. Contudo, o presente
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estudo sugere que a suplementacdo com melatonina melhora o estado
antioxidante podendo ocasionar efeitos benéficos que impedem a indugédo
de dano ao DNA pelo treinamento de alta intensidade.

Outro estudo conduzido por Wu et al. (2013) investigaram os efeitos
genotdxicos do bisfenol A (BPA) em células germinativas de ratos e a
potencial acdo protetora da melatonina contra esses efeitos. Os animais
foram divididos em 4 grupos: controle, melatonina (10 mg/kg/dia), BPA
(200 mg/kg/dia), e melatonina + BPA, e todo o tratamento teve duracdo
de 10 dias. Ao final do tratamento observaram que a exposicdo ao BPA
pode induzir o acimulo de danos no DNA em células germinativas
através do estresse oxidativo. Além disso, a melatonina pode ser um
candidato farmacoldgico promissor para prevenir a potencial
genotoxicidade do BPA ap6s exposicdo ocupacional ou ambiental.

Dessa forma, vé-se que nos Ultimos anos vem crescendo o interesse em
estudar os efeitos da melatonina sobre 0 DNA, pois este assim como todas
as macromoléculas sofrem diariamente as consequéncias de agentes
toxicos, genotdxicos, ambientais e até mesmo inerentes ao proprio
metabolismo celular durante toda a vida.

1.5 ENVELHECIMENTO E MELATONINA

A melatonina controla a organizacdo ritmica circadiana com suas
numerosas funcdes oscilatdrias em nivel das células, dos 6rgdos e do
comportamento, que determinam a ciclicidade anual (Hardeland et al.,
2008; Claustrat e Leston, 2016)

A producdo noturna de melatonina varia com a idade. Em bebés, o
inicio da producdo circadiana ocorre apenas apds os 3 meses alcan¢ando
altos niveis plasmaticos noturnos entre um e trés anos de idade. Durante
a infancia, os niveis desse horménio caem progressivamente e somente
apos a adolescéncia os niveis de adulto sdo alcancados. Em adultos com
idades entre 18-50 anos a producdo é maior quando comparados &
individuos idosos (Sack et al., 1986; Karasek e Reiter 2002; Skene, 2003),
demonstrando que durante o processo fisiolégico do envelhecimento a
producdo noturna de melatonina diminui significativamente, tanto em
ratos (Pang et al., 1990), camundongos (Lahiri et al., 2004) quanto em
seres humanos (Tozawa et al., 2003). Deixando assim, 0 organismo
privado de um dos seus aparentemente mais potentes mecanismos de
defesa antioxidante (Reiter, 1995, Giney et al., 2013).

Desta forma, o declinio na producao e os ritmos de melatonina alterados
podem induzir uma variedade de mudangas fisiologicas associadas com a
idade, tornando-se os fatores principais que contribuem para o aumento
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dos niveis de estresse oxidativo e da associacdo com as alteragdes
degenerativas observadas em idosos (Pandi-Perumal et al., 2013;
Hardeland, 2013).

No ambito do envelhecimento, estudos tém sido conduzidos a fim de
investigar o papel da melatonina sobre diferentes mecanismos celulares.
Rasmussen et al. (1999) avaliaram os efeitos da suplementacéo diaria de
melatonina (disponivel na dgua de beber, na concentracao de 4jug/mL) em
ratos adultos (10 meses de idade) até estes animais atingirem o
envelhecimento (22 meses). Ao final concluiram que a administracéo de
melatonina suprime caracteristicas relacionadas ao envelhecimento,
como aumento da adiposidade, queda nos niveis de insulina e leptina,
preservando outras caracteristicas associadas a esta faixa etaria, como
guedas nos niveis de testosterona.

Utilizando a mesma dosagem e 0 mesmo tempo de suplementacéo do
trabalho anterior, Wolden-Hanson et al. (2000) observaram que o
tratamento com melatonina na idade adulta (10 meses) apresentou
diminuigdo do peso corporal, adiposidade intra-abdominal, diminuig&o de
leptina e insulina plasmatica, sem alterar a ingestdo de alimentos ou a
adiposidade total, enquanto ocorreu um aumento na atividade locomotora
dos animais. Estes resultados sugerem que a diminui¢cdo da melatonina
endégena com o envelhecimento, pode alterar o metabolismo e a
atividade fisica, resultando em peso corporal aumentado, adiposidade
visceral e consequéncias metabdlicas prejudiciais associadas.

Diante disso, ndo existem estudos que demonstrem o efeito da
suplementacdo com melatonina desde a idade jovem até o
envelhecimento, em pardmetros genotoxicos, comportamentais e
bioquimicos.

1.6 JUSTIFICATIVA

O envelhecimento é um processo dindmico e progressivo, na qual
pesquisas estdo ganhando destaque, pois estdo sendo conduzidas com o
objetivo de adquirir mais conhecimento de diferentes fatores
(moleculares, celulares, bioquimicos, comportamentais e ambientais) que
podem regular este processo. Neste cendrio, a melatonina, um hormonio
considerado natural, produzido pelo préprio organismo, vém ganhando
destaque. Estudos demonstram que o processo do envelhecimento é um
dos fatores que leva a redugdo da producdo deste hormdnio, assim como
outros trabalhos evidenciam que ela aumenta o tempo de vida e melhora
as defesas do organismo. No entanto, pouco se sabe sobre a funcéo da
melatonina no DNA de individuos idosos. A partir dessas consideracdes,
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percebeu-se que seria de extrema relevancia estudar o papel da
melatonina ingerida desde a idade jovem até a velhice em concentragdo
moderada em animais, com o0 intuito de prevenir as alteracdes
moleculares, bioquimicas e comportamentais decorrentes deste processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar os efeitos da administragdo cronica de melatonina sobre
pardmetros comportamentais, genotdxicos e de estresse oxidativo em
camundongos suplementados com melatonina por diferentes tempos até
o0 envelhecimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Quantificar se a ingestdo de liquidos por grupo e por animal é alterada
com a suplementacdo de melatonina em diferentes idades.

2. Mensurar 0 peso dos animais a cada trimestre, durante a
suplementacdo com melatonina;

3. Avaliar pardmetros comportamentais de memdria e depressdo de
camundongos tratados com melatonina em diferentes idades.

4. Analisar os niveis de danos no DNA em células do sangue periférico,
hipocampo, cértex, estriado, figado e rim de camundongos que iniciaram
a suplementacdo de melatonina em diferentes idades.

5. Avaliar o efeito protetor da melatonina sobre os danos mutagénicos
causados pelo envelhecimento em camundongos que iniciaram a
suplementacdo de melatonina em diferentes idades.

6. Avaliar a imunodeteccdo das proteinas de sinalizacdo celular
associadas a reparo do DNA e dano oxidativo no hipocampo de
camundongos que iniciaram a suplementacdo de melatonina em
diferentes idades.

7. Comparar o tempo de vida dos animais suplementados com
melatonina desde os 3, 12 e 18 meses de idade em relacdo aos animais
controle.

8. Avaliar se existe uma melhor idade para iniciar a suplementagéo com
melatonina.

9. Avaliar se a melatonina prolonga o tempo de vida dos animais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Considerando a necessidade de 15 animais por grupo para atender as
demandas de ensaios propostas no estudo e uma morte amostral de
aproximadamente 50% dos animais, conforme estudos prévios (Damiani,
2014; Garcez, 2013; Mendonga, 2011), o numero total de animais
utilizados foi de 240 animais. Foram utilizados camundongos albinos
Swiss machos (30 - 40g) com idade inicial de 3 meses. Os animais foram
obtidos do Centro de Experimentacdo (CEA) da UNESC e alojados em
caixas de polietileno, com comida e dgua ad libitum e mantidos em um
ciclo de 12 horas luz-escuro (a luz é ligada as 7h da manhd), com
temperatura controlada de 22+1°C. Este estudo foi aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da UNESC com o protocolo
nimero 075/2015-1 (Anexo 1) e os experimentos foram conduzidos de
acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal — COBEA. Cuidados foram tomados de modo a evitar 0 minimo
de desconforto e sofrimento para os animais.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

A administracdo de melatonina ocorreu considerando as diferentes
fases da vida: 3 meses: animais jovens; 6 meses: animais adultos; 12
meses: Inicio da velhice; 18 meses: Velhice tardia (em humanos estas
idades seriam aproximadamente de 20, 40, 75 e 110 anos
respectivamente) (Couillard-Despres et al., 2009).

Os animais foram randomicamente divididos em 8 grupos com 30
animais cada inicialmente, como descrito a seguir:

Grupo 1: Animais que iniciaram o consumo de melatonina aos 3 meses
de idade e permaneceram recebendo até os 21 meses de idade; Grupo Mel
18 meses;

Grupo 2: Animais que iniciaram 0 consumo de melatonina aos 3 meses
de idade e permaneceram recebendo até a ocorréncia de morte natural;
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Grupo 3: Animais que iniciaram 0 consumo de melatonina aos 6 meses
de idade e permaneceram recebendo até completarem 21 meses de idade;
Grupo Mel 15 meses;

Grupo 4: Animais que iniciaram o consumo de melatonina aos 12 meses
de idade e permaneceram recebendo até os 21 meses de idade; Grupo Mel
9 meses;

Grupo 5: Animais que iniciaram o consumo de melatonina aos 12 meses
de idade e permaneceram recebendo até ocorréncia de morte natural;

Grupo 6: Animais que iniciaram o consumo de melatonina aos 18 meses
de idade e permaneceram recebendo até os 21 meses; Grupo Mel 3 meses;

Grupo 7: Animais que receberam apenas agua com etanol 0,04% até os
21 meses de idade; Grupo controle (Agua);

Grupo 8: Animais que receberam apenas dgua com etanol 0,04% até
ocorréncia de morte natural.

Abaixo, desenho experimental com 0s grupos e inicio do tratamento
com melatonina (Figura 6).

Inicio do Inicio do Inicio do Inicio do
tratamento tratamento tratamento tratamento
Melatonina (Grupo 3) Melatonina
(Grupo 6) -
(30 animais) o Eutandsia dos
(30 animais)
animais

Testes
comportamentais

Melatonina (Grupo 4) 3
Melatonina (Grupo 1) (30 animais)
(30 animais)

Coleta de sangue
e Dissecgio das
estruturas

(30 animais) 7 5

Agua (Grupo 7)
(30 animais)

Melatonina (Grupo 5)
(30 animais)

Melatonina (grupo 2)

Andlises Andlises
Moleculares Bioguimicas

Agua (Grupo 8)
(30 animais)

Figura 6: Esquema do desenho experimental: Grupos e inicio dos tratamentos
com melatonina aos 3, 6, 12 e 18 meses de idade dos animais, sendo que todos
receberam a suplementag&o até completarem 21 meses de vida.

Ap6s 21 meses, 0s grupos 2, 5 e 8 ndo foram submetidos a eutanasia,
pois 0s mesmos permaneceram recebendo melatonina diariamente até a
ocorréncia de morte natural. Apds a morte, 0s animais foram conservados
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no freezer da universidade, as carcacas armazenadas no saco leitoso
foram coletadas e transportadas por empresa terceirizada. Os residuos
foram tratados fisicamente e posteriormente encaminhados para
disposicdo final em aterro sanitario. Todos os procedimentos foram
conforme RDC n° 306/2004 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria).

3.3 PREPARO DA SOLUGAO DA MELATONINA

A melatonina (Sigma Aldrich, Brazil) na dose de 2 mg/L foi dissolvida
em etanol absoluto e adicionada a 4gua potavel a uma concentracao final
de etanol de 0,04% (Anisimov et al., 2003). A solucdo de melatonina foi
preparada no escuro e colocada em garrafas de agua protegida da luz
sendo trocada por uma solugéo fresca duas vezes por semana (Corrales et
al., 2014).

Como a melatonina é diluida em etanol, os grupos 7 e 8 receberam a
mesma dose de etanol (0,04%) que os grupos melatonina, sendo que
juntamente ao etanol foi adicionado agua potavel.

3.4 CONSUMO DE LIQUIDO E PESO DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados a cada 3 meses ao longo de todo o
experimento (18 meses). O liquido era mensurado em cada troca, que
ocorriam 2 vezes por semana. O volume de liquido consumido foi
quantificado e dividido pelo nimero de animais por gaiola.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram executados quando os animais
atingiram a idade de 20,5 meses, ressaltando que os testes ndo foram
executados todos no mesmo dia, uma vez que poderia ocorrer alteracdo
nos resultados.

3.5.1 Teste comportamental de atividade exploratoria: Habituacdo ao
campo aberto

Este teste é utilizado para andlise da atividade exploratéria e
locomotora, bem como a meméria de habituacdo. Embora seja ainda de
dificil definicdo, o termo “atividade exploratdria” ¢ amplamente utilizado
em pesquisas relacionadas ao comportamento animal. Num sentido geral,
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refere-se a todas as atividades relacionadas a obtencdo de informacéo
acerca do ambiente, as quais abrangem ndo sO respostas reflexas
atencionais imediatas, como também as respostas voluntarias tipicas. O
pressuposto basico envolvido em estudos de confinamento em um novo
ambiente é que no intuito de explorar o ambiente, 0 animal precisa
locomover-se nele. Dessa forma, a quantidade de movimento passa a ser
um indicador de atividade exploratoria. A resposta exploratéria de
levantar-se nas patas traseiras € também muito comum em roedores e tem
sido utilizada como medida do nivel de excitabilidade uma vez que esse
comportamento frequentemente se correlacionam com outras atividades
como a autolimpeza corporal, defesa e reagdes sexuais.

Os animais foram colocados no aparato de habitua¢éo ao campo aberto
(Figura 7), que foi realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm
delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma
frontal de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 16
guadrados iguais marcados por linhas pretas.

Na sessdo de treino, os animais foram cuidadosamente colocados no
guadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual
exploraram livremente o ambiente por 5 minutos. Imediatamente apds, os
animais voltaram para a caixa moradia.

A sessdo de teste foi realizada 24 horas apds a treino na qual se repete
o procedimento do treino. Foram medidos os numeros de “cruzamentos”
(crossing) através das linhas pretas ¢ o nimero de “levantamentos”
(rearings) medidos pelas vezes que o animal permanece nas duas patas
traseiras, esses pardmetros foram avaliados em ambas as sessdes (Vianna
et al, 2000).
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Figura 7: Habituacdo ao campo aberto

3. 5. 2 Teste comportamental preditivo para acédo antidepressiva:
suspensao pela cauda

O teste da suspensdo pela cauda foi proposto por Stéru et al., (1985)
com modificagdes de Berrocoso et al., (2013). O procedimento consistiu
em suspender cada animal pela cauda, com o auxilio de uma fita adesiva
colocada a 2 cm da extremidade da cauda, na bancada de experimentos a
uma altura de 1,0 m do chéo, de maneira tal que o animal permanecesse
com a porgdo ventral do corpo voltada para o observador (Figura 8). Cada
animal permaneceu nesta posi¢do durante 6 min, sendo cronometrado o
tempo de imobilidade: auséncia de movimentos bruscos (o animal pode
movimentar levemente a cabeca ou as patas dianteiras, sem que mexesse
0 corpo) ou auséncia total de movimento; e o tempo de movimentagéo:
movimentacao difusa: movimentos ndo repetitivos, em todas as direcdes
possiveis (esquerda, direita, para cima, para tras), ou, movimentacdo
ritmada: movimentacdo repetitiva, algumas vezes em péndulo, idéntica
para esquerda e para a direita.
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Figura 8: Posicdo do animal durante a realizagdo do teste comportamental de
suspensdo pela cauda.

3.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao atingirem 21 meses idade, os grupos: 1, 3, 4, 6 e 7 foram submetidos
a eutanasia por decapitacdo com guilhotina, para coleta de sangue e
disseccdo do cortex cerebral, hipocampo, estriado figado, rim e medula
0ssea. As amostras foram processadas, aliquotadas e armazenadas em
gelo para posteriores analises bioquimicas e moleculares.

Os grupos 2, 5 e 8 ndo sofreram eutanasia, pois permaneceram
recebendo melatonina diariamente até a ocorréncia de morte natural.

3.7 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

Para realizacdo dos testes de genotoxicidade, foram utilizadas as
seguintes amostras bioldgicas: sangue, hipocampo, cértex cerebral,
estriado, figado e rim dos camundongos, para ambas as versdes do ensaio
cometa. A medula éssea, foi utilizada para realizacdo do teste de
microndcleos.

3.7.1 Ensaio cometa alcalino
O ensaio cometa (EC) foi realizado sob condic6es alcalinas, conforme

descrito por Singh et al. (1988), com algumas modifica¢des sugeridas por
Tice et al. (2000).
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O sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e
refrigerados, e as amostras de hipocampo, cortex cerebral, figado e rim,
foram dissecadas e imersas em tampdao Merchant’s refrigerado. Em
seguida elas foram individualmente homogeneizadas com o auxilio de
uma seringa, através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma
suspensao celular.

As células do sangue (aliquotas de 5 plL) e as células obtidas da
dissociac@o de tecidos (aliquotas de 25 pL) foram embebidas em agarose
de baixo ponto de fusdo (0.75%, w/v, 95 uL ou 75 pL, respectivamente).
A mistura foi adicionada a uma lamina de microscépio pré-coberta com
agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), coberta posteriormente com
uma laminula e levada, entdo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos
a 4°C para solidificacdo. Logo apds, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM
EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢ao na hora do uso de 1% de
Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora
e méximo de 1 semana.

As laminas foram incubadas em tampao alcalino (300mM NaOH e
1mM EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA,
a corrida eletroforética, foi realizada no mesmo tampédo nas seguintes
condigdes: a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram
realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas foram
neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado Syber
Gold (Sigma Brasil, 1239-45-8) para posterior analise.

Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo e por tecido (50
células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda, sendo a classificacdo para auséncia de cauda
considerada O, até 4 para 0 comprimento maximo de cauda (Collins et al.,
1997). Desta forma, tem-se um Indice de Danos (ID) para cada animal
variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas completamente
sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com dano
maximo). Calcula-se a frequéncia de danos (FD em %) em cada amostra
com base no nimero de células com cauda versus o nimero de células
sem cauda.

As diretrizes internacionais e recomendacGes para 0 ensaio do cometa
consideram que o escore visual de 100 cometas é um método de avaliacéo
bem validado. Ele tem uma alta correlagcdo com a anélise de imagem por
computador (Collins et al., 1997). Foram utilizados controles negativos e
positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a
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confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas para
analise as cegas.

3.7.1.2 Ensaio Cometa com tratamento enzimaético (FPG)

O Ensaio Cometa modificado foi realizado como descrito por Azqueta
e Collins (2013). Para a medicdo de purinas oxidadas, apés o periodo de
incubacdo na lise, as ldaminas foram lavadas 3 vezes (5 min a cada vez)
com tampdo gelado (KCI 0,1 M, Na2EDTA 0,5 mM, HEPES 40 mM,
BSA 0,2 mg/mL, pH 8,0) e incubadas durante 40 min a 37°C com FPG
(formamino pirimidina glicosilase) (na diluicdo recomendada pelo
fabricante) ou tampdo. As etapas seguintes foram realizadas de acordo
com a versdo alcalina do Ensaio Cometa, descrita no item anterior. Os
pardmetros indice e frequéncia de danos foram os pardmetros de dano do
DNA avaliado para descrever a formacao de cometas. Os sitios sensiveis
a FPG foram calculados através da diferenca entre o valor obtido para ID
e FD na cauda dos nucleos tratados com tampao e do valor obtido para ID
e FD dos nucleos tratados com FPG.

3.7.2 Teste de Micronucleos (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-
Tox da Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA (Mavournin etal., 1990;
Krishna e Hayashi, 2000).

Apl6s a extracdo da medula dssea, um esfregaco foi preparado
diretamente na lAmina com uma gota de soro bovino fetal. As laminas
foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas para analises as
cegas.

Como uma medida de toxicidade na medula 6ssea, a relacdo entre
eritrdcitos policromaticos e eritrécitos normocromaticos (EPC/ENC) foi
analisada em 200 eritrocitos/animal.

A incidéncia de microntcleos (MN) foi observada em 2000 EPCs e
ENCs para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada uma das duas
laminas preparadas em duplicata), usando microscopio éptico de luz
branca com ampliagdo de 1000x. O nUmero médio de eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPCMn) e eritr6citos normocromaticos
micronucleados (ENCMn) individual foi utilizado como unidade
experimental.
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3.8 NIVEIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampéo PBS. A
quantificacdo das proteinas, APE1, OGGL1 (relacionadas com sistema de
reparo no DNA), HO-1 e NQO-1 (relacionadas com o dano oxidativo),
4-HNE (relacionada com a oxidacdo de lipideos) e NLP3 (relacionada
com a inflamac&o), foram mensuradas por Western blotting.

Para tanto, as amostras foram homogeneizadas em tamp&o Laemmli
(Tris-HCI 62,5 mM, SDS pH 6,8, 1%, glicerol 10%) e posteriormente as
concentragdes proteicas foram analisadas pelo método de Bradford
(1976), e utilizadas para normalizar a quantidade de proteina, sendo
utilizado 30 g de proteinas para a eletroforese em gel monodimensional
de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema
descontinuo usando gel 8-12%. As proteinas foram separadas, e em
seguida, transferidas para membranas de nitrocelulose utilizando tampéao
contendo Tris 20 mmol/L, glicina 150 mmol/L, metanol 20% (v/v) e SDS
0,02% (p/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia Bio-Rad resfriada.

Apbs, os sitios de proteinas inespecificos foram bloqueados por uma
hora de incubagdo com solucdo bloqueadora (3% albumina) em tampé&o
Tris salina 0,1% (p/v), tween-20. As membranas foram processadas por
imuno-deteccdo utilizando os anticorpos primarios especificos. Apds 0s
anticorpos primarios serem removidos, as membranas foram incubadas
com anticorpos secundarios. Por fim, as membranas foram reveladas por
quimiluminescéncia.

Apos a exposicdo, as membranas foram entao retiradas e incubadas com
um anticorpo monoclonal de ratos para B-Actina e o0s filmes
antorradiogréaficos analisados e quantificados através de um densitdmetro
de imagem (Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences Europe, IT).



58

3.9 ANALISE ESTATISTICA

O teste de habituacdo ao campo aberto foi analisado pelo teste analise
de variancia (ANOVA) de uma via para compagao entre entre 0S grupos.
Foi utilizado também o teste t de Student comparando a sessao treino e
teste, dentro de cada tempo de suplementagdo, sendo os dados
representados como média * erro padrdo da média.

O teste de suspensdo pela cauda foi analisado pelo teste analise de
variancia (ANOVA) de uma via, quando ANOVA demonstrava diferenca
significativa (P<0,05), analises post hoc foram realizadas com o teste de
Duncan, os dados sdo representados como média + desvio padrdo da
média.

Para os ensaios genotdxicos e bioquimicos os dados foram expressos
como média * desvio padrdo da média. A normalidade das variaveis foi
avaliada utilizando o teste de Bartlett’s e analisadas estatisticamente pelo
teste de ANOVA de uma via. Quando ANOVA, apresentou diferenca
significativa andlises post hoc foram realizadas utilizando o teste de
Tukey. Sendo que nos ensaios bioquimicos o post hoc utilizado quando
ANOVA apresentou diferenga significativa foi Dunnet.

Para verificar a possivel associacdo entre o tempo de suplementacao
com melatonina e os danos ao DNA, realizou-se o teste de correlacdo de
Pearson, uma vez que os dados destas variaveis apresentaram-se normais.

As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando
os valores de P forem menores que 0,05 (p<0,05). A analise estatistica foi
realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

Para a curva de sobrevivéncia foi realizado o teste de "Log-rank
(Mantel-Cox).
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4 RESULTADOS

4.1 CONSUMO DE LIQUIDO E PESO DOS ANIMAIS

Durante os 18 meses de tratamento foram medidas as quantidades de
liquido ingeridas pelos animais. A tabela 1, mostra a ingestéo de dgua ou
melatonina por animal e por grupo.

Tabela 1: Ingestdo de dgua ou melatonina (2mg/L) em mL, por camundongo,
medida duas vezes por semana, durante 18, 15, 9 e 3 meses de tratamento, até os
animais completarem 21 meses de vida

Controle Melatonina Melatonina Melatonina Melatonina

(Agua) 18 meses 15 meses 9 meses 3 meses
Consumo 374+
por grupo >, 364+125 369+133 375+134 345+93
13,2
(mL)
Consumo 104 +
por animal 2’ 9‘ 10,2+£2,9 10,2+3,2 10,6£3,1 98+19
(mL) ’

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do volume de
liquido ingerido por dia de troca. Nao foram encontradas diferencas significativas
entre 0s grupos.

Os resultados demonstram que ndo foram encontradas diferencas
significativas no consumo de liquido entre os grupos que receberam
melatonina em diversas fases da vida (inicio aos 3 meses, receberam por
18 meses; inicio aos 6 meses, receberam por 15 meses; inicio aos 12
meses, receberam por 9 meses e inicio aos 18 meses, receberam por 3
meses) ou agua. O consumo médio de liquidos entre os grupos foi de
36,54 mL.

Na tabela 2, observa-se a ingestdo de liquido pelos animais que
iniciaram o consumo de melatonina aos 3 e 12 meses e permaneceram
recebendo esta suplementagéo até a morte natural.
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Tabela 2: Ingestdo liqguido em mL pelos grupos que iniciaram o consumo de
melatonina (2mg /L) aos 3 e 12 meses, medida 2 vezes por semana até a
ocorréncia da morte natural dos animais.

Controle Inicio Inicio
(A ua) Melatonina Melatonina
9 3 meses 12 meses

Consumo por grupo
(mL)
Consumo por animal
(mL)

41,75 + 22,88 40,59 * 34,02 45,8 +23,9

11,20+6,8 10,00 + 5,58 12,39 + 4,99

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do volume de
liquido ingerido por dia de troca. Nao foram encontradas diferencas significativas
entre 0Ss grupos.

Durante o tempo de tratamento também ndo foram encontradas
diferencas significativas entre 0s grupos que consumiram &agua ou
melatonina desde os 3 ou 12 meses de vida até o momento da morte
natural.

Em seguida, outro pardmetro avaliado nos animais que receberam
melatonina ou agua até os 21 meses de vida, e nos que receberam até a
morte natural foi 0 peso, como pode ser observado nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Peso dos animais que receberam agua ou melatonina (2mg/L)
mensurado a cada 3 meses, durante 18, 15, 9 e 3 meses, até 0s animais
completarem 21 meses de vida

antrole Melatonina Melatonina Melatonina Melatonina
(Agua) 18 meses 15 meses 9 meses 3 meses

48,3 +
455+ 56 451+58 497+ 56 486+ 69

Peso (g) 55

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do peso por
animal mesurado a cada 3 meses durante o tratamento. N&o foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos.
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Tabela 4: Peso dos animais que iniciaram o consumo de 4gua ou melatonina
(2mg/L) aos 3 e 12 meses, até a ocorréncia de morte natural

Controle Inicio_ Im’cio_
(Agua) Melatonina Melatonina
3 meses 12 meses
Peso (g) 493+75 456+ 5,7 48,02+ 6,5

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do peso por
animal mesurado a cada 3 meses durante o tratamento. N&o foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos.

Os resultados encontrados nos grupos que iniciaram suplementacao
com melatonina em diferentes idades até completarem 21 meses
demonstram que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos, onde
pode-se observar que o peso médio dos animais ficou em 47,44q.
Resultados semelhantes foram encontrados nos grupos que iniciaram o
consumo deste hormonio aos 3 e 12 meses e continuaram até a ocorréncia
da morte natural, onde o peso médio encontrado foi de 47,64g.
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4.2 CURVA DE SOBREVIVENCIA

Este estudo buscou avaliar também, o poder da melatonina em
prolongar o tempo de vida dos animais. Dois grupos de animais iniciaram
0 consumo de melatonina em duas diferentes fases da vida. Um iniciou o
consumo aos 3 meses, idade onde os animais sdo considerados jovens, e
outro aos 12 meses, idade esta considerada o inicio da velhice em
camundongos, visto que o tempo de vida médio destes animais € de 22 a
24 meses. Na figura 9, pode-se observar a curva de sobrevivéncia destes
animais.
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Figura 9: Curva de sobrevivéncia dos animais que iniciaram o consumo de
- - - A , =
melatonina em duas diferentes idades (3 e 12 meses). | Inicio do consumo de

melatonina; _'—Suplementagéo iniciada aos 3 meses apenas com agua +
etanol; = Suplementagdo com melatonina (2mg/L) iniciada aos 3 meses;

—l—SupIementagéo com melatonina (2mg/L) iniciada aos 12 meses.

Constata-se que o0 grupo que recebeu apenas agua, apresentou um tempo
de vida menor quando comparado aos grupos que foram suplementados
com melatonina, porém diferiu significativamente apenas do grupo
suplementado com melatonina desde os 3 meses de vida. Aos 15 meses
de vida (60 semanas) (completados em junho de 2016) o grupo agua tinha
cerca de 23 animais, apds este periodo deu-se inicio a um decréscimo
continuo no nlmero de animais neste grupo, sendo que o Gltimo animal
sobreviveu até os 24 meses (89 semanas) (abril de 2017). Ja a
suplementacao com melatonina iniciada aos 12 meses (48 semanas) (abril
de 2016), continha no inicio do tratamento 23 animais (uma vez que estes
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ja estavam envelhecendo e recebendo apenas agua até atingirem a idade),
mesma quantidade que o grupo agua no periodo. No decorrer do tempo
de suplementagdo a morte dos animais foi ficando menos frequente, sendo
que este grupo sobreviveu por 26 meses (99 semanas), 2 meses a mais
gue 0 grupo que recebia apenas agua. Por fim, o grupo que iniciou a
suplementacdo aos 3 meses (12 semanas), idade na qual os animais séo
considerados jovens, apresentou uma curva de sobrevivéncia acima dos
demais grupos, com diferenca significativa em relacdo ao grupo agua e
ao grupo que iniciou a suplementacdo aos 12 meses de vida. Em abril de
2017, quando o Gltimo animal do grupo &gua morreu, 0 grupo que iniciou
a suplementacdo com melatonina aos 3 meses ainda continha 11 animais.
Este grupo ficou recebendo suplementacdo até agosto de 2017,
totalizando 28 meses de vida (108 semanas), 4 meses a mais que 0 grupo
agua e 2 a mais que o grupo que iniciou a suplementacdo aos 12 meses.

4.3 EFEITO DO ENVELHECIMENTO SOBRE 0]
COMPORTAMENTO DE CAMUNDONGOS SUPLEMENTADOS
COM MELATONINA EM DIFERENTES FASES DA VIDA

4.3.1 Habituacdo ao campo aberto

Considerando que o envelhecimento pode induzir efeitos ha memoria,
utilizou-se o teste de habituacdo ao campo aberto para avaliar a atividade
exploratéria dos animais (Figura 10). Para a comparacdo dos
camundongos velhos, que receberam ou ndo melatonina por diferentes
tempos, dois parametros foram avaliados, a atividade locomotora, onde
foi verificado o nimero de cruzamentos que o animal realizou a partir do
momento em que foi colocado no canto esquerdo superior do aparato
(Figura 10A), e a atividade explorat6ria, que é medida através do nimero
de vezes que 0 animal se levanta nas patas traseiras (Figura 10B).

Em relagdo a atividade locomotora, observa-se que 0S grupos que
receberam melatonina desde os 12 e 6 meses, consumindo este hormoénio
por 9 e 15 meses respectivamente, apresentaram diminuicao significativa
no ndmero de cruzamentos (p<0,05) em relacdo a sessdo treino,
demonstrando memoria de habituacdo, pois reconheceram o ambiente na
sessdo teste realizada 24 horas ap0s a sessao treino. O grupo que recebeu
melatonina desde 0s 3 meses, consumindo a mesma por 18 meses, teve
uma tendéncia de reconhecimento do ambiente, porém ndo foi
significativo. Ja o grupo controle e o que recebeu melatonina por 3 meses,
ndo apresentaram diferenca significativa da sessdo treino em relacéo a
sessdo teste.
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Em relacdo a memdria exploratéria (Figura 10B), os grupos que
receberam melatonina por 9 e 18 meses, apresentaram diferencas
significativas em relacdo a sessdo treino (p<0,05), enquanto os demais
grupos ndo, demonstrando o reconhecimento do ambiente em que ja
estiveram e por isso, explorando menos.
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Figura 10: Efeitos do envelhecimento e da suplementacdo com melatonina
(2mg/L) em diferentes idades na habituacdo ao campo aberto. NUmero de
cruzamentos (atividade locomotora) (A) e a atividade exploratéria (nimero de
levantamentos) (B). Em ambas as sessGes 0s animais tiveram 5 min para explorar
0 ambiente, com 24 horas de intervalo entre o treino e o teste. Os dados estdo
expressos como média + erro padrdo da média (n = 10 animais por grupo). *
valores estatisticamnete diferentes da sessdo treino com p< 0,05; teste t-Student
para amostras dependentes. Mel 3 meses: animais que receberam melatonina por
3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida; Mel 9 meses: animais que receberam
melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21 meses de vida; Mel 15 meses: animais que
receberam melatonina por 15 meses, dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais
que receberam melatonina por 18 meses, dos 3 aos 21 meses de vida.

4.3.2 Teste de Suspenséo pela cauda

O teste de suspensdo pela cauda foi aplicado para avaliar a atividade
antidepressiva da melatonina, uma vez que se viu que com o processo de
envelhecimento aumenta a chance de desencadeamento desta doenca.

Os resultados deste teste podem ser observados na Figura 11. Os
animais velhos que receberam melatonina independente do tempo de
suplementacdo (3, 9, 15 ou 18 meses), apresentaram um tempo de
imobilidade significativamente menor em relacdo ao grupo controle
(p<0,05), demonstrando movimentagdo difusa e ritmada para tentar se
livrar da posicdo desconfortavel que o teste impde. Ja os animais do grupo
controle, permaneceram a maior parte do tempo com imobilidade
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reduzida ou com auséncia total de movimentos, demonstrando
comportamento depressivo.
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Figura 11: Efeitos do envelhecimento e da suplementacdo com melatonina
(2mg/L) em diferentes fases da vida, no pardmetro de imobilidade em
camundongos machos velhos submetidos ao teste de suspensdo pela cauda. Os
dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n= 10 animais por
grupo). * Valores estatisticamente diferentes em relagéo ao grupo controle (agua)
com p<0,05, ANOVA de uma via seguido pelo post hoc de Duncan. Mel 3 meses:
animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida;
Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21
meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15 meses,
dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina por 18
meses, dos 3 aos 21 meses de vida.

4.4 EFEITO DO ENVELHECIMENTO SOBRE OS NIVEIS DE
DANOS NO DNA DE CAMUNDONGOS SUPLEMENTADOS COM
MELATONINA EM DIFERENTES FASES DA VIDA

4.4.1 Ensaio cometa alcalino e oxidativo.
Neste trabalho também foi investigado se o dano em DNA basal dos

animais sofreu influéncia do processo natural de envelhecimento e se o
mesmo pode ser alterado pela suplementacdo com melatonina (2 mg/L).



66

Foi investigado também se existe uma determinada “melhor” idade para
iniciar a suplementagio desse horménio a fim de reduzir ou evitar que
esses danos ocorram.

Em relacdo as estruturas cerebrais (cdrtex, hipocampo e estriado), em
ambos os pardmetros do ensaio cometa alcalino (ID e FD), observou-se
uma reducdo significativa de danos nos grupos que receberam melatonina
em relacdo ao grupo controle (p<0,05), indiferente do tempo de consumo
da mesma. Ao comparar apenas 0S grupos que receberam melatonina,
porém, com inicio da suplementacdo em diferentes fases da vida,
observou-se nas trés estruturas, que 0 grupo que iniciou 0 consumo aos 3
meses e continuou até os 21 apresentou niveis de danos
significativamente menores (p<0,05) em relacdo aos outros trés grupos
(3, 9 e 15 meses de suplementacdo). Porém, no cortex (Figura 12A e 13
A), 0s grupos que receberam melatonina por 9 e 15 meses obtiveram uma
reducdo de danos significativa (p<0,05) quando comparados ao grupo que
recebeu melatonina por 3 meses. Ja no estriado, apenas 0 grupo
suplementado por 15 meses demonstrou esta diferenca, tanto para ID
guanto para FD (Figuras 12C e 13C).

Além disso, o dano oxidativo ao DNA, avaliado através do ensaio
cometa modificado com o uso da enzima FPG, também demonstrou
reducdo significativa no ID (p<0,05) nos grupos que foram
suplementados com melatonina em relacéo ao grupo controle em todos os
tecidos cerebrais avaliados (Figura 14 e 15). Contudo, no cortex (Figura
14 A, 15A), foi observado reducdo expressiva de danos oxidativos nos
grupos que consumiram melatonina por 9, 15 e 18 meses em relagcdo ao
grupo que consumiu por 3 meses. No parametro FD, somente o cortex
(Figura 15A) apresentou danos significativamente menores (p<0,05) nos
grupos suplementados com melatonina em comparagdo ao grupo
controle. Entre o0s grupos que receberam melatonina ndo foram
encontradas diferencas significativas.
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Figura 12: indice de danos no DNA em células de tecidos cerebrais de
camundongos, suplementados ou ndo com melatonina (2mg/L) em diferentes
fases da vida. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 8
animais por grupo). Diferencas significativas em relacdo ao ensaio cometa
alcalino: *Valores estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo controle
(4gua), com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey); *Valores
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo suplementado com melatonina
por 15 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). ¥Valores
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo suplementado com melatonina
por 9 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). *Valores
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo suplementado com melatonina
por 3 meses com p<0,005 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). Diferengas

significativas em relacdo ensaio cometa oxidativo: & Valores estatisticamente
diferentes em relacdo ao grupo controle 4gua com p<0,05, (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey); *Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
suplementado com melatonina por 3 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). Mel 3 meses: animais que receberam melatonina por 3 meses,
dos 18 aos 21 meses de vida; Mel 9 meses: animais que receberam melatonina
por 9 meses, dos 12 aos 21 meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam
melatonina por 15 meses, dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que
receberam melatonina por 18 meses, dos 3 aos 21 meses de vida.



68

A Cortex

[ Ensaio Cometa Alcalino
[ Sitios sensiveis a FPG

Frequéncia de Danos (%)

B Hipocampo c Estriado
__100 __100
=2 X
3 80 P 80-
s X 3 * s
Q 60 *$ a 60 L P~
% #& % * *$
840 s 40 #&
S S
& &
E ER
o o
2 2
v 0 v 0

\@ & & & &2 @ & & & )
({éo é@“ é&r, 6@" 6@" Q\‘o & 6‘9(9 é@" @vf’e
< B K K ) 4 & K K )
@' &' &' &'
\“ ~ & & ~ ~ & &

Figura 13: Frequéncia de danos no DNA em células de tecidos cerebrais de
camundongos, suplementados ou ndo com melatonina (2mg/L) em diferentes
fases da vida. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 8
animais por grupo). Diferencas significativas em relagéo aos grupos referentes ao
ensaio cometa alcalino: *Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
controle (agua), com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey); #Valores
estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo suplementado com melatonina
por 15 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). &Valores
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo suplementado com melatonina
por 9 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). $ Valores
estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo suplementado com melatonina
por 3 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). Diferencas
significativas em relacdo aos grupos referentes ao ensaio cometa oxidativo:
Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo controle dgua com
p<0,005, (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey); aValores estatisticamente
diferentes em relagdo ao grupo suplementado com melatonina por 3 meses com
p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey). Mel 3 meses: animais que
receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida; Mel 9 meses:
animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21 meses de vida;
Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15 meses, dos 6 aos 21
meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina por 18 meses, dos 3
a0s 21 meses de vida
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Neste trabalho além dos tecidos cerebrais, foi investigado também os
danos basais nos tecidos periféricos (sangue, figado e rim) através da
versdo alcalina do EC (Figuras 14 e 15). Nos trés tecidos avaliados
observou-se uma reducdo significativa de danos basais no DNA nos
grupos que receberam melatonina em relacdo ao grupo controle (ID e
FD). Analisando apenas 0s grupos que consumiram melatonina, constata-
se que 0 grupo que a recebeu por 18 meses (grupo este que iniciou o
consumo aos 3 meses de vida), demonstrou reducdo significativa (p<0,05)
de danos tanto em ID quanto em FD em relacdo aos demais grupos nos
trés tecidos analisados, com exce¢do do figado cuja diferenca foi
observada apenas entre os grupos suplementados por 3 e 9 meses (Figuras
14B e 15B). Além disso, ainda percebeu-se uma diminuicao significativa
(p<0,05) de danos no figado (Figuras 14B e 15B) e rim (Figuras 14C e
15C) dos animais suplementados com melatonina por 15 meses em
relacdo aos que receberam este hormonio por 3 meses, diferenca esta
observada em ID e FD.

Em relagdo aos danos oxidativos visualizados através do Ensaio
Cometa com uso da enzima FPG, no ID dos trés tecidos periféricos
estudados, o grupo controle (agua) apresentou danos oxidativos
significativamente (p<0,05) maiores em relagdo a todos 0s grupos que
receberam melatonina, independente da fase de inicio, com exce¢do do
figado, que mostrou reducdo de danos apenas nos grupos 15 e 18 meses
(Figura 14B). Na FD, apenas o rim apresentou reducéo significativa de
danos nos grupos que ingeriram melatonina por 9, 15 e 18 meses em
comparacao ao grupo controle (Figura 15C).

Em relacdo as comparacBGes apenas entre 0s grupos que receberam
melatonina, pode-se constatar uma redugdo significativa (p<0,05) de
danos oxidativos no grupo suplementado por 18 meses em relacdo ao
suplementado por apenas 3 meses no sangue periférico, no parametro de
ID (Figura 15A). Nos demais tecidos e na FD ndo foram observadas
diferencas significativas (Figuras 14 e 15).
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Figura 14: indice de danos no DNA em células de tecidos periféricos de
camundongos, suplementados ou ndo com melatonina (2mg/L) em diferentes
fases da vida. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 8
animais por grupo). Diferencas significativas em relagdo aos grupos referentes
aos parametros do ensaio cometa alcalino: * Valores estatisticamente diferentes
em relagdo ao grupo controle (agua), com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc
de Tukey); # Valores estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo
suplementado com melatonina por 15 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). & Valores estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo
suplementado com melatonina por 9 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). ® Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
suplementado com melatonina por 3 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). Diferencas significativas em relagdo aos grupos referentes

aao ensaio cometa oxidativo: & Valores estatisticamente diferentes em relagéo ao
grupo controle dgua com p<0,05, (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey); Mel
3 meses: animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de
vida; Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos
21 meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15
meses, dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina
por 18 meses, dos 3 aos 21 meses de vida.
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Figura 15: Frequéncia de danos no DNA em células de tecidos periféricos de
camundongos, suplementados ou ndo com melatonina (2mg/L) em diferentes
fases da vida. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 8
animais por grupo). Diferencas significativas em relagdo aos grupos referentes
aos parametros do ensaio cometa alcalino: *Valores estatisticamente diferentes
em relagdo ao grupo controle (agua), com p<0,05 (ANOVA, seguido do post hoc
de Tukey); * Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
suplementado com melatonina por 15 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). Valores estatisticamente diferentes em relacdo ao grupo
suplementado com melatonina por 9 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). ® Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
suplementado com melatonina por 3 meses com p<0,05 (ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey). Diferencas significativas em relagdo aos grupos referentes

ao ensaio cometa oxidativo: & Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao
grupo controle 4gua com p<0,05, (ANOVA, seguido do post hoc de Tukey); Mel
3 meses: animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de
vida; Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos
21 meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15
meses, dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina
por 18 meses, dos 3 aos 21 meses de vida.
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Com o intuito de verificar se os resultados obtidos a partir do ensaio
cometa, tanto alcalino quanto oxidativo, estavam associados a
suplementacdo com melatonina, foi aplicado o teste de correlacdo de
Pearson (Figuras 16 e 17).

No ensaio cometa alcalino (Figuras 16 e 17), no pardmetro de 1D, em
todos os tecidos avaliados, tanto cerebrais quanto periféricos, observou-
se que o tempo de suplementagdo com melatonina esta significativamente
associado a menores danos no DNA, com exceg¢do do hipocampo (Figura
16B) e do sangue periférico (Figura 16D), onde ndo foi observada esta
associacdo (Figura 16). Em relacdo a frequéncia de danos apenas o figado
(Figura 17E) e o rim (Figura 17F) demonstraram esta correlacéo.



73

>

Cortex Hipocampo
r=-0,9534 B P PO os016
p=0,04989 2004 o p=0,1984
. Y=-4,007*X + 177,5 N ol 40182,

n
¢

n
$

Indice de Danos (0-400)
g 8
g eo
L1 L ]
Indice de Danos (0-400)
8
1
LN J

g
L X J

L 50
50- 1
0 T T T T d 0 T T T T T T J
0 3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo de consumo de Melatonina Tempo de consumo de Melatonina
Estriado Sangue
¢ = -0,9508 D g r=-07512
200 p=0,0492 200 p=0,2488
§ Y=-3,287*X + 150,7 § [ o Y=-1,032"X + 58,05
o 150+ o 150+ $ ;
[ [
2 2
B 100 S 100
$ 3 °
2 & 3 &
T °
= £
0 T T T T T T 1 0 T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo de consumo de Melatonina Tempo de consumo de Melatonina
E Figado F Rim
r=-0,9863 r=-0,9775
- 200+ p=0,0137 250+ p=0,0225
5] . Y=-3,100°X + 156,8 g Y=-4935"X + 177.9
3 Y 2004
=2 150 [=)
4
s 8 150
@ 100 @
a 2 1004
3 3
8 90 8 5o
£ 2
3 T T T T T T 1 0 T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo de consumo de Melatonina Tempo de consumo de Melatonina

Figura 16: Representagdes graficas da correlagéo de Pearson e regressao linear
entre o tempo de suplementacdo com melatonina (2mg/L) versus danos basais
no DNA medidos pelo parametro de indice de danos.
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Figura 17: Representagdes graficas da correlacdo de Pearson e regresséo linear
entre o tempo de suplementacdo com melatonina (2mg/L) versus danos basais no
DNA medidos pelo parametro de frequéncia de danos.

No ensaio cometa modificado que avalia 0s sitios sensiveis a enzima
FPG, isto é, purinas oxidadas, todos os tecidos analisados no 1D
apresentaram uma forte correlagdo com o tempo de suplementacdo com
melatonina, ou seja, quanto maior o tempo de suplementacdo, menores 0s
danos oxidativos ocasionados na molécula de DNA (Figura 18). Na FD
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nenhum dos tecidos utilizados apresentou correlacéo significativa (Figura
19).
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Figura 18: Representagdes graficas da correlagdo de Pearson e regressao linear
entre 0 tempo de suplementacdo com melatonina (2mg/L) versus danos
oxidativos no DNA medidos pelo parametro de indice de danos.
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Figura 19: RepresentacOes graficas da correlacdo de Pearson e regressdo linear
entre 0 tempo de suplementacdo com melatonina (2mg/L) versus danos
oxidativos no DNA medidos pelo parametro de frequéncia de danos.
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4.4.2 Teste de Micronucleos

O teste de micronucleos avaliou se a suplementacdo com melatonina é
capaz de reverter os efeitos mutagénicos induzidos pelo envelhecimento.
A tabela 5, apresenta os resultados encontrados neste teste.

Tabela 5: Namero de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMn) e
eritrocitos normocromaticos micronucleados (ENCMn) observados nas amostras
de medula dssea de camundongos Swiss machos velhos, suplementados ou néo
com melatonina por diferentes periodos de tempo. Foram analisadas 2000 células
por amostra e estdo demonstradas na tabela como média + desvio padrdo da
média.

Tratamento EPCMn ENCMn EPC/ENC
Controle (a4gua) 14,63 £2,56 9,88 +2,42 0,58 £ 0,03
Melatonina 3 meses 6,13 +1,89* 3,63 + 1,06 0,56 + 0,04
Melatonina 9 meses 45+141* 2,63 +1,19* 0,57 £ 0,06

Melatonina 15 meses 3,5+1,69* 1,75+ 1,04* 0,58 + 0,03
Melatonina 18 meses 2,88 +1,73*# 15+0,76* 0,58 + 0,02

* Valores estatisticamente diferentes do grupo controle (dgua) (p<0,05; teste
Anova de uma via, seguido do post hoc de Tukey.

# Valores estatisticamente diferentes do grupo que recebeu melatonina por 3
meses (p<0,05; teste Anova de uma via, seguido do post hoc de Tukey.

Observa-se no teste de microntcleos em medula 6ssea de camundongos
gue, 0s animais que receberam apenas dgua com etanol durante o processo
de envelhecimento tiveram aumentos significativos (p<0,05) de
micronucleos, nos dois tipos celulares avaliados (EPC e ENC), em rela¢éo
aos grupos que receberam melatonina, independentemente da idade do
inicio da suplementacdo (tabela 5),

Além disso, quando comparados apenas 0S grupos que ingeriram
melatonina, observou-se uma reducdo significativa de micronicleos
(p<0,05), tanto em EPC quanto em ENC, no grupo que iniciou o consumo
guando jovem (18 meses de suplementacéo), quando comparado ao grupo
gue iniciou a suplementacdo jA na velhice tardia (3 meses de
suplementacéo) (Tabela 5).

Em relacdo a proporcdo de EPC/ENC (Tabela 5), ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, demonstrando
gue a producdo de eritrocitos estd ocorrendo normalmente na medula
0ssea, sem indicios de citotoxicidade.
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Por fim, foram aplicados testes para analisar uma possivel associagao
entre os tempos de suplementag¢do com melatonina versus a frequéncia de
micronucleos em eritrocitos policromaticos e normocromaticos. Dessa
forma, os testes representados pela Figura 20, revelam uma associagao
direta entre 0 aumento do tempo de suplementacdo e a diminuicdo de
microndcleos nos eritrécitos.
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Figura 20: RepresentacOes gréaficas da correlagdo de Pearson e regresséo linear
entre o tempo de suplementacdo com melatonina (2mg/L) versus o nimero de
micronlcleos em EPC (eritrocitos policromaticos) ou ENC (eritrdcitos
normocromaticos).
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4.5 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE OS NiVEIS DE APE1
E 0GG1 EM HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS
SUPLEMENTADOS COM MELATONINA EM DIFERENTES FASES
DA VIDA

No presente trabalho, também foi analisado os niveis de OGG1 e APE
1, enzimas chaves relacionadas com o reparo por excisdo de base no
DNA. Foram detectados niveis significativamente aumentados (p<0,05)
de ambas as enzimas no grupo que recebeu melatonina desde a idade
jovem, ou seja, foi suplementado por 18 meses, em relagdo ao grupo que
recebeu apenas dgua durante o periodo (Figura 21). Os demais grupos nédo
demonstraram diferencas significativas.
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Figura 21: Efeitos do envelhecimento e da melatonina sobre os niveis de OGG1
e APE 1 no hipocampo de animais suplementados em diferentes idades até o
envelhecimento. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo (n=4
animais por grupo). *Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
controle (&gua), p<0,05, ANOVA seguido do post hoc de Dunett. Mel 3 meses:
animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida;
Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21
meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15 meses,
dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina por 18
meses, dos 3 aos 21 meses de vida.
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4.6 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE OS NIVEIS DE
MARCADORES  OXIDATIVOS EM HIPOCAMPO DE
CAMUNDONGOS SUPLEMENTADOS COM MELATONINA EM
DIFERENTES FASES DA VIDA

Em relacdo aos niveis de parametros oxidativos mensurados
através das proteinas HO-1 e NQO-1, observou-se um aumento
significativo nos niveis das mesmas no grupo suplementado com
melatonina por 18 meses em relag¢do ao grupo controle, demostrando que
a suplementacdo de melatonina auxiliou na modulagéo destes marcadores
(Figura 22).
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Figura 22: Efeitos do envelhecimento e da melatonina sobre os niveis de HO-1
e NQO-1 no hipocampo de animais suplementados em diferentes idades até o
envelhecimento. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo (n=4
animais por grupo). *Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
controle (&dgua), p<0,05, ANOVA, seguido do post hoc de Dunett. Mel 3 meses:
animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida;
Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21
meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15 meses,
dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina por 18
meses, dos 3 aos 21 meses de vida.
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4.7 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE OS NIiVEIS DE 4-
HNE E NLRP3 EM HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS
SUPLEMENTADOS COM MELATONINA EM DIFERENTES FASES
DA VIDA

Em relagdo ao 4-HNE, que foi utilizado por ser um
marcador de dano lipidico, observou-se que a suplementagcdo com
melatonina, independente do tempo de suplementacdo, foi capaz de
reduzir significativamente (p<0,05) os niveis deste marcador em relagdo
ao grupo controle (Figura 23).
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Figura 23: Efeitos do envelhecimento e da melatonina sobre os niveis de 4-HNE
no hipocampo de animais suplementados em diferentes idades até o
envelhecimento. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo (n=4
animais por grupo). *Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
controle (agua), p<0,005, ANOVA, seguido do post hoc de Dunett. Mel 3 meses:
animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida;
Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21
meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15 meses,
dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina por 18
meses, dos 3 aos 21 meses de vida.

Com o processo de envelhecimento ocorre a geracdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio que podem levar a ativacdo de varias vias
metabdlicas, dentre elas a do NLRP3, assim, procurou-se avaliar a agéo
da melatonina nesta proteina durante o envelhecimento. Foi observado
nivel significativamente maiores (p<0,05) desta proteina no grupo que
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ndo recebeu melatonina em relacdo ao grupo suplementado desde os 6
meses de vida até os 21 meses, totalizando 15 meses de suplementacéo.
O grupo que recebeu por 18 meses apresentou uma diminuigdo nos niveis
desta proteina, porém ndo significativa (Figura 24).
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Figura 24: Efeitos do envelhecimento e da melatonina sobre os niveis de NLRP3
no hipocampo de animais suplementados em diferentes idades até o
envelhecimento. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo (n=4
animais por grupo). *Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo
controle (&dgua), p<0,05, ANOVA, seguido do post hoc de Dunett. Mel 3 meses:
animais que receberam melatonina por 3 meses, dos 18 aos 21 meses de vida;
Mel 9 meses: animais que receberam melatonina por 9 meses, dos 12 aos 21
meses de vida; Mel 15 meses: animais que receberam melatonina por 15 meses,
dos 6 aos 21 meses e, Mel 18 meses: animais que receberam melatonina por 18
meses, dos 3 aos 21 meses de vida.
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5 DISCUSSAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo vem acarretando em
um aumento significativo na proporcao de individuos idosos no Brasil e
no mundo. Devido a esse aumento do envelhecimento populacional,
surgem preocupagdes em busca de novas estratégias para que o individuo
tenha uma longevidade com maior qualidade de vida. (Sanderson e
Scherbov, 2015). A qualidade de vida no envelhecimento depende de
fatores moleculares, celulares, sistémicos, comportamentais, cognitivos e
sociais. Estes fatores por sua vez, interagem e regulam tanto o
funcionamento tipico quanto atipico do individuo que envelhece (Hara et
al., 2014). Diante disso, pesquisas tém demonstrado que 0 uso de agentes
antioxidantes podem contribuir contra os efeitos nocivos ocasionados as
macromoléculas durante o envelhecimento (Blumberg et al., 2017; Burke,
2017; Kelly et al., 2017). Neste cenario, estudos recentes sobre o
horménio melatonina, um potente antioxidante, vém despertando um
grande interesse da comunidade cientifica nos Gltimos anos, uma vez que
a perda fisiologica gradual de melatonina pode estar envolvida com os
agravos celulares que ocorrem durante o envelhecimento.

No presente trabalho, camundongos swiss machos foram
suplementados com uma dose baixa de melatonina, de forma crénica, em
diferentes fases da vida e permaneceram recebendo este horménio até
completarem 21 meses de vida. A partir disso, foram realizadas
avaliacBes referentes as alteragbes em pardmetros comportamentais,
genéticos e bioquimicos destes animais, assim como observado o poder
da melatonina em prolongar o tempo de vida dos mesmos.

Durante os 18 meses de tratamento, foram mensuradas as quantidades
de liquidos ingeridas pelos animais e os resultados mostraram que nédo
foram encontradas diferencas significativas quando comparada a ingestao
média de liquidos entre 0s grupos que receberam agua ou melatonina. De
fato, estudos na literatura demonstram que a ingestdo de liquidos no dia-
a-dia ndo sofre alteracbes com o envelhecimento (Hodgkinson et al.,
2003; Mckinley et al., 2006). Damiani et al. (2017) observaram que
animais velhos (13-16 meses) consomem em média 11,04 mL de agua
por dia, resultado semelhante aos presentes achados, onde a média diaria
de consumo de liquidos de todos animais foi de 10 mL, independente da
idade e do tempo de suplementacdo de melatonina. Por outro lado, se
fossemos comparar o consumo de liquido entre animais jovens, e animais
velhos, provavelmente existiriam diferencas, uma vez que a média de
consumo de liquidos em animais jovens é de 13-14 mL/dia (Begg et al.,
2012; Damiani et al., 2017). Tal reducédo na ingestao de agua em animais
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velhos pode estar relacionada com as alteragdes no controle hidrico
dependente da idade, tornando os animais velhos mais vulneraveis a
desidratacdo (Mentes, 2006; Begg et al., 2012).

Em relacdo ao peso dos animais, também ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos. Isso revela que independente do
tempo de suplementacdo, o0s animais mantiveram peso adequado
conforme a idade, 0 que sugere que a suplementacdo com melatonina néo
é um fator que interfere no peso dos animais durante o envelhecimento.
Resultados semelhantes foram apontados por outros autores, onde foi
constatado que o peso dos animais permaneceu similar no decorrer do
processo de envelhecimento (Mckinley et al., 2006) e que a melatonina
nao alterou este parametro (Anisimov et al., 2003). No entanto, 0 mesmo
autor em um trabalho anterior (Anisimov et al., 2001), observou um
aumento no peso corporal de camundongos velhos (15 e 18 meses)
suplementados com 20 mg/L de melatonina. Este efeito pode estar
relacionado a alta dose deste horménio, o qual pode levar a um efeito
sedativo, deixando os animais fadigados e com atividade locomotora
reduzida contribuindo para o aumento do peso corporal.

Estudos anteriores jd demonstraram que a suplementacdo com
melatonina em diferentes modelos animais, tais como camundongos
(Pierpaoli e Regelson, 1994), ratos (Oakin-Bendahan et al.,1995), moscas
da fruta (Bonilla et al., 2002) e planarias (Thomas e Smith-
Sonneborn,1997), pode prolongar o tempo de vida. Essas observagdes
foram também encontradas no presente trabalho. Os resultados revelam
uma maior sobrevivéncia dos animais que receberam melatonina, desde a
idade jovem, quanto nos animais que iniciaram a suplementacéo no inicio
da velhice, apresentando uma sobrevida de 15% e 8%, respectivamente a
mais que 0s animais que consumiram apenas agua durante toda a vida.
Anisimov et al. (2003) também observaram um aumento na sobrevida de
animais que receberam melatonina, apesar de utilizarem um protocolo de
suplementacéo diferente do presente estudo. Estes autores mostraram que
0s animais que receberam melatonina, na mesma dose usada no presente
estudo, sobreviveram por 29 meses e 0 grupo controle por 25,4 meses,
totalizando 10% de sobrevida em relacéo aos animais que ndo receberam
este horménio.

O aumento na sobrevida dos animais pode ser ocasionado pelo fato da
melatonina apresentar diversas caracteristicas fisioldgicas importantes,
dentre elas, ser um poderoso antioxidante (Giiney et al., 2013), ter acéo
anti-inflamatoria (Pandi-Perumal et al. 2006), neuroprotetora (Marangoz
etal., 2017), auxiliar na melhora do sistema imunoldgico e cardiovascular
(Radogna et al. 2010). Estes fatores, tomados em conjunto, podem evitar
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que o organismo fique mais vulnerdvel a acdo dos agentes quimicos,
fisicos e bioldgicos o qual estd exposto diariamente durante a vida, uma
vez que os niveis de melatonina tendem a diminuir com a avanco da idade
(Marangoz et al., 2017).

No decorrer do processo de envelhecimento, 0 SNC, responsavel pelas
sensacBes, movimentos, funcdes psiquicas e pelas fungdes bioldgicas
internas acaba sendo afetado (Childs et al., 2017). Com o avanco da idade,
este sistema apresenta alteragdes como reducdo no nimero de neurdnios,
reducdo na velocidade de conduc¢do nervosa, reducdo da intensidade dos
reflexos, restricdo das respostas motoras, do poder de reacdes e da
capacidade de coordenagfes (De Vitta, 2000). Desta forma, no presente
trabalho foram realizados testes comportamentais a fim de analisar 0s
efeitos da melatonina sobre a memaria e locomocao.

Inicialmente, utilizou-se o teste de habituacdo ao campo aberto para
avaliar a memoria de habituacdo ao campo aberto dos animais, uma vez
gue com o avanco da idade ocorre um comprometimento cognitivo
(Trofimiuk et al., 2017). A suplementagdo com melatonina por 9 e 15
meses diminuiu a atividade locomotora dos animais e reduziu a atividade
exploratdria dos suplementados por 9 e 18 meses, diferencas estas
observadas em relacdo a sessdo treino, demonstrando que 0s animais
reconheceram o ambiente que ja haviam explorado. De forma semelhante,
Haridas et al. (2013) avaliaram a ac&o benéfica do tratamento crénico com
melatonina em animais com complicagdes comportamentais induzidas
pelo estresse leve cronico, e observaram que a suplementacdo com
melatonina (10 mg/kg) reduziu a atividade locomotora e exploratdria dos
animais no teste de habituacdo ao campo aberto, demonstrando que
reconheceram o ambiente ja explorado na sessdo teste, preservando assim
a memoria.

O envelhecimento e suas consequéncias também podem ser fatores de
risco para o desenvolvimento da depressdo, no entanto, estudos
comprovam que o tratamento cronico com melatonina exerce efeitos
antidepressivos (Mantovani et al., 2003; Pandi-Perumal et al., 2006;
Detanico et al., 2009;). Desta forma, no presente trabalho, foi avaliado a
eficacia da suplementagdo crénica da melatonina sobre o comportamento
tipo depressivo dos animais. Foi possivel observar que 0s animais
suplementados com melatonina, independentemente do tempo,
apresentaram efeitos antidepressivos quando comparados aos que
receberam apenas 4gua durante toda a vida. Da mesma forma, outros
estudos tém demonstrado a acdo antidepressiva da melatonina em
camundongos submetidos ao teste de suspensdo pela cauda (Prakhie et
al., 1998; Mantovani et al., 2003) e em ratos submetidos ao teste de nado
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forcado (Micale et al., 2006) em dois modelos preditivos frequentemente
utilizados para avaliar depresséo (Cyran et al., 2005).

Dados da literatura afirmam que o efeito da melatonina no teste de
suspensdo pela cauda é dependente, pelo menos em parte, de uma
interacdo com o sistema dopaminérgico, através da ativacdo dos
receptores de dopamina D1 e D2. Considerando que o sistema
dopaminérgico esteja envolvido na depressdo e que 0s compostos que
melhoram a neurotransmissdo dopaminérgica sdo usados para trata-la
(Ascher etal., 1995; Papakostas, 2006), estudos indicam que a melatonina
exerce efeitos sinérgicos com agonistas dopaminérgicos, corroborando
com a ideia de que esse neurchormdnio exerce propriedades
antidepressivas (Binfaré et al., 2010; Nie et al., 2017).

Além de alterages no SNC, o processo de envelhecimento ocasiona a
desregulacdo génica associada a perda da integridade do genoma, levando
a aumento de danos ao DNA. Afim de verificar se 0 dano em DNA basal
gerado pela idade, pode ser minimizado com a suplementacdo com
melatonina, utilizou-se o ensaio cometa em duas versdes, em tecidos
cerebrais (cortex, hipocampo e estrido) e periféricos (leucdcitos de sangue
periférico, figado e rim) de animais que receberam este horménio em
diferentes fases da vida e permaneceram consumindo até o
envelhecimento.

O ensaio cometa, também chamado de eletroforese em gel de célula
Unica (single cell gel eletrophoresis, SCGE) é um teste visual e
guantitativo para medir danos ao DNA de células eucaridticas individuais
(Burlinson et al., 2007). Este teste pode ser aplicado para deteccdo de
quebras de fita simples e dupla, sitios alcali-labeis e ligacdes cruzadas
DNA-DNA e DNA-proteina (Singh, 1988; Farbain et al., 1995).
Adicionando DNA glicosilases & versdo classica deste ensaio, é possivel
medir danos de DNA especificos, como bases oxidadas. A enzima mais
comumente utilizada é a FPG, que detecta purinas oxidadas, dentre elas a
8-oxoguanina, uma das lesGes de DNA mais comuns resultantes do ataque
de ERO, sendo um importante biomarcador de estresse oxidativo
(Danielsen et al., 2008). Assim, a incubacdo com esta enzima especifica
permite uma estimativa dos niveis de dano oxidativo em DNA (Azqueta
et al., 2009).

Danos ao DNA sdo comuns no decorrer da vida, desta forma sabe-se
gue animais jovens apresentam danos basais menores em relagdo a
animais velhos. Prévios estudos conduzidos em nosso laborat6rio tém
demonstrado que animais jovens saudaveis apresentam baixos niveis de
danos no DNA em tecidos cerebrais e periféricos, conforme pode ser
observado na Tabela 6.
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indice de Danos  Frequéncia de

Tecido (ID) Danos (FD) Referéncia
20,33 + 22,96 8,44 +£7,32 Leffa et al., 2014b
Cortex 66,14 + 7,63 34,83 + 7,00 Galvani et al., 2017
44,0 £6,39 15,8+ 2,64 Cardoso et al., 2014
22,25+ 6,6 10,25+ 2,2 Damiani et al., 2017
Hipocampo 52+9,2 21,0£34 Ramos et al., 2012
253+7,2 9,8+5,3 Leffaetal., 2014b
Estriado 68,67 + 10, 31 36,17 £ 3,19 Galvani et al., 2017
35+£26 25x15 Damiani et al., 2017
Sangue
periférico 3,62+2,29 3,38 £ 2,10 Leffaetal., 2014a
13,0+ 4,6 9,66 £2,5 Fagundes et al., 2017
18,27 £ 3,58 11,45+2,73 Leffaetal., 2014a
Figado 61,5+6,19 24,33+35 Galvani et al., 2017
23,1+3,6 16 £35 Leffaetal., 2016
46,20 + 16,88 18,10 £ 4,79 Leffaetal., 2014a
Rim 45,83 £ 11,07 18,67 £ 4,31 Galvani et al., 2017
241+31 18,1+2/4 Leffaetal., 2016

Tabela 6: Resultados de trabalhos do grupo de pesquisa em genética toxicoldgica
da UNESC, utilizando animais jovens, demonstrando os valores basais de indice
de danos (ID) e frequéncia de danos (FD) em diferentes tecidos cerebrais e
periféricos (FD).

Comparando os valores do presente estudo, com os demonstrados na
tabela acima, podemos observar que os animais velhos apresentaram uma
maior incidéncia de danos no DNA em todos os tecidos analisados,
aumento este, decorrente do processo de envelhecimento. Resultados
semelhantes na literatura em relacdo aos danos causados pelo
envelhecimento sdo citados por outros autores (Hashimoto et al., 2007;
Heuser et al., 2008; Damiani et al., 2017; Vilela et al., 2017). Todos estes
trabalhos mostram um aumento significativo de danos no DNA em
diferentes tecidos de animais velhos quando comparados a jovens,
detectados através do ensaio cometa na versao alcalina. Esses resultados,
somados aos presentes achados, se devem ao fato de que ocorrem
aumentos de danos e mutacdes relacionadas com a idade, resultando na
reducdo de 50 & 75% da capacidade de reparo nesta fase da vida (Swain
etal., 2011). No entanto, a suplementacdo com melatonina, independente
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da fase de inicio, reduziu significativamente os danos em todos os tecidos
avaliados no presente estudo, 0 que representa uma a¢do antigenotoxica
deste hormonio. Tais resultados sugerem que a melatonina pode estar
auxiliando na prevengéo de danos ocasionados pelo envelhecimento, uma
vez que, quanto antes iniciou-se a suplementagdo, menores foram os
danos observados. Em concordancia com os presentes achados, Erenberk
et al. (2013) avaliaram os efeitos protetivos da melatonina (4 mg/kg)
durante 10 dias, contra os danos no DNA induzidos por fenitoina sodica.
Ao final, concluiram que os danos ao DNA foram reduzidos no grupo que
recebeu fenitoina sédica mais melatonina levando a acreditar que a
melatonina apds ser metabolizada consegue desempenhar fungéo
antigenotoxica.

Ainda, afim de verificar os efeitos benéficos da melatonina no
envelhecimento, Taruma et al. (2016), suplementaram ratas de 11 meses
de vida com melatonina (100 pug/mL) por 10 semanas. Ao final do periodo
experimental avaliaram o comprimento de teldmeros através da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e observaram que 0 grupo que
recebeu melatonina apresentou teldmeros significativamente maiores em
relacdo grupo controle, sugerindo que a melatonina possui um efeito
protetivo contra o envelhecimento. Tais observacGes séo reforcadas por
tantos outros estudos que demonstram os efeitos benéficos da melatonina
em proteger o genoma (Ortega-gutiérrez et al.,2009; Parisotto et al., 2016;
Ortiz-Franco et al., 2017).

Uma hipdtese para explicar a agdo antigenotoxica da melatonina
encontrada nos resultados estd na sua reconhecida agdo antioxidante.
Dessa forma, no presente trabalho também foi realizado o ensaio cometa
modificado, ou seja, 0 ensaio também pode ser aplicado para medir danos
de DNA especificos, como bases oxidadas, adicionando DNA
glicosilases a versdo alcalina classica deste ensaio. A enzima mais
comumente utilizada é a FPG, que detecta purinas oxidadas, incluindo 8-
oxoguanina, uma das lesdes de DNA mais comuns resultantes do ataque
de ERO, sendo um importante biomarcador de estresse oxidativo
(Danielsen et al., 2008). Assim, a incubacdo com esta enzima especifica
permite uma estimativa dos niveis de dano oxidativo no DNA (Azqueta
et al., 2009). Os resultados demonstraram que a ingestdo de melatonina
independente do tempo, levou a uma reducdo de danos oxidativos ao
DNA de todos os tecidos avaliados, com excecéo do figado, onde apenas
0s grupos suplementados por 15 e 18 meses apresentaram reducdo
significativa em relagdo ao controle. Estudos como o de Ferreira e
colaboradores (2013) também tém demonstrado a eficécia da melatonina
em reverter danos oxidativos. Estes autores avaliaram os efeitos da
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melatonina (1 mg/kg na agua de beber) sob danos no DNA induzidos por
ciclofosfamida (CP) em ratos. Os dados revelaram que a melatonina foi
capaz de proteger contra as lesdes oxidativas induzidas pela CP. Além
disso, Chardo e colaboradores (2015) verificaram o efeito protetor de
nanocépsulas com nucleo lipidico carregados com melatonina (10 mg) na
citotoxicidade e genotoxicidade induzida por paraquat (um herbicida
amplamente utilizado) em células epiteliais A549 (de pulmao humano).
Ao final, observaram que o paraquat induziu danos oxidativos no DNA
detectados pelo EC modificado com a enzima FPG, e que a nanocéapsula
com melatonina foi efetivamente capaz de reduzir esses danos.

O presente trabalho € o primeiro na literatura a utilizar a enzima FPG
para detectar redugdo de danos oxidativos decorrentes do envelhecimento
utilizando a suplementacdo com melatonina. Uma das hipdteses
bioguimicas para explicar a base molecular do envelhecimento que pode
ser tanto enddgena quanto exdgena, sdo os radicais livres resultantes do
acumulo de danos oxidativos em varias biomoléculas no decorrer da vida
do organismo (Harman, 1956). O aumento da peroxidacao lipidica, dos
niveis de proteinas carboniladas e danos oxidativos no DNA, tém sido
fatores associados com o avanco da idade.

Diante disso, indiretamente, a melatonina promove o aumento dos
niveis enzimaticos de diversas enzimas antioxidantes por ativar a
translocagdo para o nlcleo da célula do NFR2 (Claustrat et al., 2005) e,
diretamente neutralizando as ERO (Reiter et al., 2014). Com a funcéo de
proteger contra as ERO, as células desenvolveram um sistema de defesa
antioxidante, que inclui mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, este
Ultimo ocorre devido a remocdo de radicais livres, incluindo ERO, que
pode ser realizado diretamente pela melatonina por meio da transferéncia
de elétrons (Hardelan et al., 2005).

Estes achados permitem inferir que a suplementacdo de melatonina em
diversas fases da vida dos animais testados, levou a uma diminuic¢do do
estresse oxidativo, destacando que quanto antes for a suplementacdo
melhores serdo os resultados. Isto pode ter sido ocasionado pela
inativacdo de radicais oxidantes por meio de acles: 1) direta, pela
remocdo de ERO como OH-e Oy, e 2) indireta, por meio da estimulacao
das enzimas antioxidantes como superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e a glutationa redutase.

A ndo observagdo de reducdo de danos oxidativos na FD, pode ser
vinculado ao fato deste pardmetro determinar apenas a porcentagem de
células que apresentam danos, indiferente da classe (0, 1, 2, 3 ou 4), ou
seja, do grau de lesdo, sendo que podemos ter grupos com FD baixa,
porém com ID superior aos grupos que apresentam FD alta.
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Um outro teste utilizado neste trabalho para analise da instabilidade
genbmica foi o teste do MN em medula dssea de camundongos, que
providencia uma estimativa da quantidade de mutagdes cromossdmicas
induzidas através de eventos de clastogénese e aneugénese (Krishna e
Hayashi, 2000). Da mesma forma que no ensaio cometa, os resultados
mostraram um aumento significativo de MNs no grupo que recebeu
apenas agua, demonstrando que o envelhecimento causou a formagéo de
MNs em eritrocitos jovens e maduros. Analisando resultados sobre
envelhecimento na literatura, constatamos que 0 processo de
envelhecimento tem demonstrado uma associacdo entre 0 aumento
significativo na frequéncia de micronucleos e o0 avango da idade, tanto em
animais (Sato et al., 1995; Heuser et al., 2008; Damiani et al., 2017;)
guanto em seres humanos (Bolognesi et al., 1997; Bonassi et al., 2001,
Nefic e Handzic, 2013).

O aumento de MN com a idade, pode ocorrer devido a combinacédo de
diversos fatores que incluem: 1) efeito cumulativo de mutagdes
adquiridas em genes envolvidos no reparo do DNA, segregacdo
cromossdmica e checkpoints do ciclo celular; e 2) aberracGes estruturais
e numéricas nos cromossomos, decorrentes da exposicdo a genotoxinas
enddgenas, ambientais ou ocupacionais, bem como uma série de fatores
de estilo de vida pouco saudaveis (Fenech e Bonassi, 2011).

A reducdo de EPCMn e ENCMn nos grupos suplementados com
melatonina em diferentes fases da vida também foi observada neste
trabalho, evidenciando que a melatonina agiu como protetora celular, uma
vez que auxiliou na protecdo contra os danos ocasionados pelo
envelhecimento. Estudos na literatura estdo de acordo com o0s presentes
achados, Ortega-Gutiérrez et al. (2009), realizaram um trabalho avaliando
o efeito protetivo da melatonina contra danos genotoxicos induzidos pela
Mitomicina-C (MMC), um quimioterapico que quando metabolizado
gera a producdo de radicais livres. Os dados do teste de MN,
demonstraram que o grupo MMC apresentou maior incidéncia de células
micronucleadas quando comparado ao grupo MMC + melatonina
(melatonina 2 mg/kg), demonstrando que a MMC induziu
mutagenicidade e que a suplementacdo com melatonina foi capaz de
reduzir estes danos. Além disso, a melatonina também demonstrou acéo
protetora contra os danos provocados pelo diazinon, um pesticida
organofosforado, em esperma de ratos, conforme relatado por Sarabia et
al. (2009).

Conforme j& descrito anteriormente, a melatonina é um potente
antioxidante que apresenta efeitos protetivos que contribuem para
reforcar as defesas celulares contra danos oxidativos ocasionados pelo
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envelhecimento. Devido a sua lipossolubilidade, a melatonina consegue
facilmente atravessar a barreira hematoencefalica, podendo ser
encontrada em qualquer compartimento celular (Rodriguez et al., 2004;
Simonneaux et al., 2003). Além disso, varios estudos sugerem que a
melatonina pode estar localizada dentro do nucleo para proteger o DNA
de danos oxidativos e promover a estabilidade do mesmo (Tan et al.,
1994), podendo desta forma auxiliar na prote¢ao contra os danos causados
no material genético.

A melatonina é um antioxidante bem conhecido (Gazi et al., 2006) e
esta caracteristica pode contribuir para sua agao anticancerigena, uma vez
gue muitas mutacdes envolvidas na transformacéao celular podem surgir
como resultado de danos ocasionados por ERO, levando a modificagdes
de base no DNA (Bjelland e Seeberg, 2003). Essas modificacfes séo
removidas através da via de reparo por excisdo de bases, contribuindo
para a estabilidade e integridade do genoma. Interessantemente, as
deficiéncias no reparo do DNA no envelhecimento estdo correlacionadas
com o declinio cognitivo e doencas neurodegenerativas que sdo mais
proeminentes na populacdo idosa (Jeppesen et al., 2011). Diante disso, 0
presente trabalho também avaliou os niveis de OGG1 e APEL, enzimas
chaves desta via de reparo.

Os resultados mostraram aumento significativo nos niveis destas
enzimas no grupo que recebeu melatonina desde os 3 meses até os 21
meses em relacdo ao grupo controle. Rezapoor e colaboradores (2017)
investigaram a capacidade da melatonina em modular a expressao de
genes de reparo por excisdo de base (OGG1, Ape 1 e Xrcc) induzidos por
radiacdo, através da técnica de PCR. O tratamento com melatonina
resultou na modulagdo da expressdo dos genes avaliados, reduzindo os
danos no DNA induzidos pela radiagdo por raio-X.

Estudos anteriores demonstram que a expressao de genes na via BER é
dependente de Apel e OGGL1 (Campalans et al., 2015; Caldecott, 2003),
assim, se a inibicdo de um destes genes pode resultar na supressao de
outros envolvidos nesta via (Rezapoor et al., 2017). O 6xido nitrico (NO)
pode ser gerado a partir de diversos processos, dentre eles o
envelhecimento, levando a inibicdo do mecanismo de 8-oxo-2'-
desoxiguanosina resultando no acimulo de danos ao DNA. A melatonina
por sua vez tem capacidade de inibir a disponibilidade de 6xido nitrico
(Sliwinski t al., 2007), aumentando a regulacio de OGG1. Desta forma,
além da sua atividade antioxidante, pode ser efetiva ha mobilizacéo de
mecanismos de reparo de DNA, podendo ativar 0s genes responsaveis
pelo inicio da nova sintese de DNA (Vijayalaxmi et al., 1998; Rezapoor
etal., 2017).
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Com o aumento da idade, ocorre alteracdo também na resposta
inflamatoria, sendo frequentemente acompanhada pelo nivel baixo e
cronico de inflamagdo, mesmo na auséncia de estimulos externos
(Franceschi et al., 2000; Namas et al., 2013). Essas altera¢tes do estado
inflamatorio sdo caracteristicas continuas do processo de envelhecimento
e também podem estar relacionadas com o estresse oxidativo
caracteristico dessa fase da vida.

Confirmando as teorias que afirmam que o envelhecimento esteja
relacionado com o estresse oxidativo e com inflamacdo, Lee e
colaboradores (2012), em uma revisdo sistematica apenas com modelos
de envelhecimento, evidenciaram um aumento na expressdo de genes
relacionados a resposta inflamatoria e consequente diminuigdo das vias
de ativacdo de enzimas antioxidantes. Eles constataram que, na maioria
dos estudos referentes ao envelhecimento, ocorre ativacdo da via das
proteinas de fase aguda e diminui¢do da via de Nrf2 (Lee et al., 2012).

Sob condi¢des de estresse oxidativo, Nrf2 migra para o nucleo onde
atua como fator de transcri¢do. Dentro do nucleo, juntamente com uma
molécula de cofator Maf, ativa um promotor de DNA, o elemento de
resposta antioxidante (ARE). A ativacdo de ARE leva a transcrigdo de
uma série de proteinas antioxidantes, enzimas desintoxicantes, enzimas
gue processam espécies reativas de oxigénio e proteinas de transporte
(Tripathi e Jena, 2010).

A via Nrf2-ARE é capaz de estimular a atividade de enzimas
antioxidantes como, SOD, CAT, GPx, HO 1, NQO-1, sulfiredoxina (Srx),
tioredoxina redutase (Trx1), peroxiredoxina (Prx1), glutationa S-
transferase (GST) e a subunidade reguladora glutamato-cisteina ligase
(GCLC) (Tripathi e Jena, 2010; Zhang et al, 2014). Consequentemente,
com a diminuig&o de expressdo da via de Nrf2 decorrente do avango da
idade, ocorre uma reducéo das enzimas HO1 e NQO-1 que participam da
via de regulacdo deste fator nuclear (Lee et al., 2012; Vriend e Reiter,
2015).

Diante disso, no pre sente trabalho também observou-se uma reducéo
significativa dos niveis de HO-1 e NQO-1 no grupo controle, sendo esta
diminuicdo caracteristica do envelhecimento conforme j& descrito
anteriormente. Contudo, os animais suplementados por 18 meses com
melatonina, apresentaram um aumento significativo nos niveis destas
enzimas, sugerindo que a suplementacdo com melatonina modula
pardmetros de estresse via fosforilagdo do Nrf2. Concordando com os
presentes achados, Ding et al. (2014) avaliaram o potencial envolvimento
da melatonina na ativagdo da via Nrf2-ARE e a modulag8o da atividade
enzimatica antioxidante, em um modelo experimental de lesdo cerebral
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traumatica. Os dados encontrados sugerem que a melatonina aumentou as
concentracBes de Nrf2 no nacleo de camundongos submetidos a lesdo
cerebral traumatica, aumentando também a transcricdo de enzimas
antioxidantes, HO-1, NQO1, GPx e SOD. Sendo esses efeitos,
caracteristicos da capacidade deste horménio em estimular as atividades
das enzimas antioxidantes, desempenhando um papel critico em suas
caracteristicas antioxidativas (Barlow-Walden, 1998).

Durante o envelhecimento, o estresse oxidativo também esta associado
a dislipidemia (Kirkland et al., 2002), promovendo um aumento nos
niveis circulantes de citocinas pré-inflamatdrias (Franceschi et al., 2000),
0 que estimula a geracdo de ERO e a producdo de metabdlitos lipidicos
citotdxicos, incluindo aldeidos como o 4-HNE (Cutler et al., 2004;
Mattson, 2009). O produto de peroxidacdo lipidica 4-HNE, modifica
covalentemente proteinas em residuos de lisina, histidina e cisteina, sendo
um marcador confiavel de estresse oxidativo cumulativo (Mattson, 2009;
de Mello-Coelho et al., 2017). Neste sentido, o presente estudo mostrou
niveis aumentados deste aldeido nos animais velhos, contudo, mediante a
suplementacdo com melatonina os niveis de 4-HNE foram reduzidos
significativamente em todos os grupos que receberam este hormonio,
independentemente do tempo de consumo. Este é o primeiro estudo que
demonstra que o aumento dos niveis de 4-HNE gerados pelo
envelhecimento pode ser reduzido com a suplementagdo com melatonina.
Por conseguinte, é possivel que os mecanismos de acgdo citoprotetores da
melatonina observados, estejam principalmente ligados a sua inibi¢&o
multidimensional do estresse oxidativo, reduzindo a geracdo de radicais
livres e de produtos toxicos decorrentes de suas reagfes (Oxenkrug et al.,
2001; Lee et al., 2005; Kwon et al., 2015).

Pesquisas recentes descobriram que o acimulo de ERO envolvem os
inflamassomas, que sdo complexos de multiproteinas intracelulares que
medeiam a ativacdo de caspases inflamatdrias (Lamkanfi e Dixiti, 2012;
Conforti-Andreoni et al., 2011) e, por sua vez, induzem a secre¢do de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1 B e IL-18) (Lamkanfi e Dixiti, 2012).
Dentre eles, destaca-se 0 NLRP3 que esta associado a patogénese de
doencas relacionadas ao envelhecimento, doencas autoimunes e
infamatdrias (Cordero et al., 2018).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 recebe dois sinais distintos em
sucessao: (i) um sinal de "inicializacdo" que ativa o fator de transcricdo
NF-xB, induzindo a expressdo de genes que codificam citocinas; e (ii)
apos a iniciacdo, a ativacdo do inflamassoma NLRP3 requer um segundo
sinal orquestrado por um grupo diversificado de agonistas que
desencadeiam a ativacdo e montagem do complexo de NLRP3 e,
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finalmente, a ativacdo da caspase-1 (Lamkanfi e Deixiti, 2014). O
inflamassoma NLRP3 € ativado em resposta a uma série de estimulos,
incluindo DAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Danos), como
ATP extracelular (Sadatoni et al., 2017), fibrilas B-amiloides (Heneka et
al., 2013), cristais de colesterol (Duewell et al., 2010) e ERO (Abderrazak
et al,, 2015). Muitos destes estimulos encontram-se elevados no
envelhecimento e envolvidos em doencas relacionadas com a idade.
Diante disso a ativacdo do inflamassoma NLRP3, parece estar envolvida
na producdo de inflamacdo decorrente da idade. Estes achados
corroboram com os do presente estudo, uma vez que foi observado niveis
elevados deste inflamassoma nos animais que receberam somente agua
durante toda a vida, em relacdo aos que receberam melatonina por 15 e
18 meses.

Diversos estudos demonstram reducdo de NLRP3 com o tratamento
com melatonina em animais, demonstrando efeito positivo deste
hormdnio (Escames et al., 2006; Garcia et al., 2015; Ortiz et al., 2015).
Liu et al. (2017) avaliaram os efeitos da melatonina (20mg/kg) na
ativacdo do inflamossoma na piromitose (uma forma inflamatdria de
morte celular regulada que depende da ativacdo do inflamassoma
citosélico) dos adipdcitos. Os resultados, de fato, demonstraram que a
melatonina exdgena melhorou a inflamacdo do tecido adiposo, além
disso, atenuou a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em modelo de
camundongos obesos ou induzidos com LPS (lipopolissacarideo). Assim,
os dados indicam que a melatonina esta envolvida na regulacdo de
inflamassoma de adip6citos em estado inflamatério, podendo ser utilizada
COmMo uma nova terapia para prevenir e tratar a obesidade causada pela
resposta inflamatdria sistémica. No entanto, o mecanismo molecular pelo
gual o inflamassoma NLRP3 é regulado pela melatonina durante o
envelhecimento ainda é desconhecido, porém, acredita-se que seja através
das propriedades antiinflamatdrias deste horménio, pela inibicdo da
ativagdo da via NF-xB, induzindo a conservagdo da homeostase
mitocondrial e reduzindo ERO e a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Carretero et al., 2009; Volt et al., 2016).

Em todas as proteinas quantificadas no presente estudo observa-se
diferencas significativas do grupo controle em relacdo ao grupo que
recebeu melatonina por 18 meses, no entanto, 4-HNE foi a Unica que
apresentou niveis extremamente baixos em todos tempos de
suplementacdo com melatonina. Nas demais, observamos apenas uma
tendéncia em obter esta diferenca nos suplementados por 15 e 9 meses.
Sendo que nos grupos tratados por 3 meses apenas NLRP3 e APE1
demonstraram esta tendéncia. Isto pode ser decorrente da idade em que
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se iniciou o consumo deste horménio, pois uma vez que, quanto mais
jovem, maior a producdo enddgena de melatonina e com a suplementacgéo
exdgena aumentam mais ainda as defesas antioxidantes do organismo
contra agentes téxicos, deixando-o preparado para as préoximas fases do
ciclo da vida. Acredita-se também que estas enzimas sao mais propensas
a danos causados por agentes tdxicos, tornando mais dificil a sua
modulacdo. Dessa forma, esses dados sugerem que a melatonina quando
consumida na dose padrdo (3-5 mg), e iniciada na fase jovem da vida
parece apresentar melhores beneficios em relagdo a um inicio mais tardio,
onde a producdo enddgena deste horménio comeca a diminuir
gradativamente, sendo assim, nesta faixa etaria, a suplementacdo deveria
ser com doses mais altas, para poder auxiliar na modulacdo destas
proteinas e demais alteracdes fisioldgicas e comportamentais decorrentes
do envelhecimento.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, este foi o primeiro estudo a iniciar a suplementacdo com
melatonina em diferentes fases da vida e permanecer até o
envelhecimento com o intuito de modular os efeitos comportamentais,
genéticos e bioquimicos decorrentes desta idade.

Nos modelos comportamentais foi observado melhora na meméria de
habituacdo dos animais suplementados com melatonina e efeito tipo
antidepressivo deste hormdnio reduzindo o tempo de imobilidade dos
animais.

A partir dos resultados obtidos em relacdo a instabilidade gendmica, 0s
dados fornecem evidéncias de que a suplementacdo com melatonina na
dose testada (2mg/L), independentemente da idade de inicio é efetiva em
auxiliar na reducdo de danos ocasionados pelo envelhecimento, desta
forma apresentando atividade antigenotdxica e antimutagénica.

Em relacdo as enzimas de reparo do DNA (APE1 e OGGL1) observou-
se que a suplementacdo com melatonina elevou os niveis destas enzimas,
apresentando melhora no sistema de reparo.

No sistema antioxidante, observou-se aumento nos niveis de HO1 e
NQO<1, sugerindo que a suplementacdo com melatonina modula
pardmetros de estresse via fosforilaco do Nrf2.

Referente a oxidacéo de lipideos, foi observada uma reducéo nos niveis
de 4-HNE nos grupos suplementados com melatonina, demonstrando que
a melatonina protege contra os danos lipidicos ocasionados pelo processo
de envelhecimento.

No inflamassoma NLRP3, também foi detectado reducéo significativa
nos niveis desta enzima nos animais suplementados com melatonina,
demonstrando protecao contra danos na via do inflamassoma.

Estes resultados tomados em conjunto, mostram que a melatonina
apresenta um eficiente mecanismo antioxidante auxiliando na modulacédo
de alteragdes comportamentais, genéticas e fisiologicas decorrentes do

envelhecimento.
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Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comissio de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Cevtificamos que o projeto infitvlado “Avaliacdo dos efeitos da adminisiracao
cronica de melatoning em camundongos swiss de diferentes idades, sobre
pardmetros gendlicos, bioguimicos e comporfamentais” Profocolo n® 0752015-1 sob
2 responsabilidade de Wanessa Moraes de Andrade e squipe: Ricardo Auring de Pinho,
Advigni Paganini Damiami, Giufia Strapazzon, Thamielly Thais de Ofiveira Sardinhas, que
emvolve & produpdo, manutencdo ebu whiizagdo de animais perfencerdes a0 filo
Chordata, subfic Verebrala (exceto o homem), para fins de pesquisa ciemifica (ou
ensing) — enconira-se de acordo com os precedtos da Lei no. | 11,784, de 8 de oufubro de
2008, do Decreto no. 6899, de 15 de jultho de 2009, & com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Confrole da Experimeniagio Animal ([CONCEA), e foi aprovado
pels COMISSAO DE ETICA NO LSO DE ANIMAIS (CELIA) da UNESC — Universidade do
Extremo Sul Catarinense, em reunigo de: 15062015

Vigénela do Projete | 30/06/2015 a 30/04/2017

Espéciedinhagem Mus musewlus = Camundongos Swiss

N De animais 240

Paso/ldade 30g a 35g / 90 dias

Saxo M

Origem Biotéric da Universidade do Extremo
Sul Catarinense = UNESC

The Ethics Committes on Ammal Uise on Research, sanctioned by the resolufion
number 02201 1/C8mara Propex, in accordance with federal law number 11.784/08, has
analyzed the following Project:

Profocol number: 0752015-1

Frincipal Investigator: Vanessa Moraes de Andrades

Researchers: Ricardo Awino de Pinho, Adnani Paganini Damiam, Givlia Strapazzon,
Thamielly Thais de Oliveira Sardinhas

Project title: Assessment of the effects of chronic administration of melatonina in
swiss mice of different ages, on genetic, biochemical and behavioral parameters

The project was Approwed in ifs ethical and methodological aspects. Any alterafion
of the ariginal version of this project must be previously submitted to the Committes for
further analyzes. May yow have further guestions, please confzci ws on
www. Lnesc.nebioropex’cewa or by e-mail: ceua@unesc. naf.

:.I Cricitima, 16 de junho de 2015,
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